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Τα γλυκοκορτικοειδή (GCs) είναι στεροειδείς ορμόνες που ασκούν τη δράση 
τους μέσω ενός σηματοδοτικού μονοπατιού που περιλαμβάνει τον υποδοχέα των 
γλυκοκορτικοειδών (glucocorticoid receptor, GR). Ο GR είναι μέλος της 
υπεροικογένειας των πυρηνικών υποδοχέων, ενεργοποιείται από τη δέσμευση της 
ορμόνης-προσδέτη και δρα ως μεταγραφικός παράγοντας (transcription factor, TF) 
στον πυρήνα και τα μιτοχόνδρια των κυττάρων, ελέγχοντας την έκφραση αρκετών 
γονιδίων-στόχων και συμμετέχοντας, έτσι, στη ρύθμιση ποικίλων βιολογικών 
διεργασιών. Μάλιστα, η κατανόηση του ακριβούς μηχανισμού δράσης των 
γλυκοκορτικοειδών έχει ιδιαίτερη βιοχημική σημασία, καθώς θα μπορούσε να 
οδηγήσει σε πιο στοχευμένες θεραπευτικές προσεγγίσεις, αποκλείοντας τυχόν 
ανεπιθύμητες παρενέργειες.
Τα GCs ρυθμίζουν πολλές και σημαντικές κυτταρικές λειτουργίες, όπως είναι 
η κυτταρική ανάπτυξη, ο μεταβολισμός, η ανοσολογική απόκριση και η απόπτωση. 
Επιπλέον, λόγω της ισχυρής αντιφλεγμονώδους δράσης τους, τα GCs 
χρησιμοποιούνται ευρύτατα στη φαρμακευτική για τη θεραπεία ασθενειών, όπως η 
ρευματοειδής αρθρίτιδα ή χορηγούνται τοπικά σε ασθενείς που πάσχουν από χρόνιες 
φλεγμονώδεις καταστάσεις, όπως άσθμα, αλλεργική ρινίτιδα και δερματικές 
αλλεργίες. Ακόμα, συμβάλλουν στην αντιμετώπιση αυτοάνοσων διαταραχών και 
αιματολογικών καρκίνων. Ωστόσο, παρά την εξαιρετική αποτελεσματικότητά τους, η 
χρόνια χρήση τους προκαλεί δυσμενείς παρενέργειες, όπως διαβήτη, οστεοπόρωση, 
μυϊκή εξασθένηση, εμφάνιση καθυστερημένης ανάπτυξης στα παιδιά, ανακατανομή 
του λίπους, υπέρταση και επιβράδυνση στην επούλωση τραυμάτων.
Έτσι, προβάλλει επιτακτική η ανάγκη εύρεσης εκλεκτικών αγωνιστών του 
υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών (SEGRAs), οι οποίοι θα ανοίξουν το δρόμο για 
νέες, πιο ασφαλείς θεραπείες, καθώς θα είναι το ίδιο αποτελεσματικοί με τα GCs, 
αλλά ταυτόχρονα θα παρουσιάζουν μειωμένες παρενέργειες. Τέτοιες ιδιότητες 
φαίνεται να έχουν ορισμένες φυτικής προέλευσης ουσίες, τα τριτερπένια, λόγω των 
δομικών ομοιοτήτων που παρουσιάζουν με τα GCs.
Στην παρούσα διπλωματική εργασία διερευνήθηκε εάν δύο τριτερπενοειδείς 
ενώσεις, το echinocystic acid και το 3-O-glycoside of echinocystic acid, ασκούν τη 
δράση τους, έστω και εν μέρει, μέσω του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών. 
Ορμώμενοι από πειράματα ανοσοϊστοχημείας που έδειξαν ότι οι ουσίες αυτές
ΠΕΡΙΛΗΨΗ
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επάγουν τη μετατόπιση του υποδοχέα στον πυρήνα, εκτελέστηκαν πειράματα 
ανοσοαποτύπωσης κατά Western, από τα οποία προέκυψε ότι τα συγκεκριμένα 
τριτερπένια μειώνουν, σε συνδυασμό με την DEX, τα επίπεδα μορίων-στόχων του 
GR που εμπλέκονται στο μεταβολισμό της γλυκόζης, όπως είναι η PEPCK, και στην 
απόπτωση, όπως είναι το αντιαποπτωτικό μόριο Bcl-2. Επίσης, σε συνδυασμό με την 
DEX, μειώνουν τα επίπεδα προκασπασών, όπως η προκασπάση 3 και η προκασπάση 
9, υποδηλώνοντας την εμπλοκή τους σε μηχανισμούς μιτοχονδριακά επαγώμενης 
απόπτωσης. Επιπλέον, από δοκιμασίες λουσιφεράσης-γαλακτοσιδάσης έγινε φανερό 
ότι το echinocystic acid και το 3-Ο γλυκοσίδιο αυτού καταστέλλουν τη μεταγραφική 
δραστικότητα του NF-κΒ ενώ τα επίπεδα του GR και το συνθετικό 
γλυκοκορτικοειδές DEX ενισχύουν αυτή την ανοσοκατασταλτική τους δράση. 
Δοκιμασίες λουσιφεράσης έδειξαν, ακόμη, ότι τα συγκεκριμένα τριτερπένια δεν 
ενεργοποιούν, αντίθετα σε μικρό βαθμό καταστέλλουν τη μεταγραφική δραστικότητα 
του GR.
Επομένως, από τα αποτελέσματά μας αποδεικνύεται ότι τα τριτερπένια που 
μελετήσαμε αποτελούν ισχυρούς ρυθμιστές του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών με 
σημαντική αντιφλεγμονώδη και αντικαρκινική δράση και γι’ αυτό θα μπορούσαν να 
χρησιμοποιηθούν αρκετά αποτελεσματικά για θεραπευτικούς σκοπούς.
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ABSTRACT
Glucocorticoids (GCs) are steroid hormones which exert their action via the 
glucocorticoid receptor (GR). GR is a member of the superfamily of nuclear 
receptors, activated by the binding of the hormone-ligand and acts as a transcription 
factor (TF) in the nucleus and mitochondria of cells, controlling the expression of 
several target genes and thus participating in the regulation of various biological 
processes. Indeed, an understanding of how GCs exert their action has particular 
biochemical importance, as it could lead to a more targeted therapeutic approaches, 
precluding any undesirable side effects.
GCs regulate many important cellular functions such as cell growth, 
metabolism, immune response and apoptosis. Moreover, because of their powerful 
anti-inflammatory action, GCs are widely used in pharmacy for the treatment of 
diseases, such as rheumatoid arthritis or they are topically administered to patients 
suffering from chronic inflammatory conditions such as asthma, allergic rhinitis and 
skin allergies. They also contribute to the treatment of autoimmune disorders and 
hematological cancers. However, despite their excellent efficacy, the chronic use of 
GCs causes adverse side effects such as diabetes, osteoporosis, muscle weakness, 
growth retardation in children, fat redistribution, hypertension and delayed wound 
healing.
Thus, there is an imperative need to find selective glucocorticoid receptor 
agonists (SEGRAs), which will open the way for new, safer treatments, as they will 
be as effective as GCs, but they will have reduced side effects. Such properties seem 
to share some herbal substances, triterpenes, because of the structural similarities they 
have to GCs.
In this study it was investigated if two triterpenoid compounds, the 
echinocystic acid and 3-O-glycoside of echinocystic acid, exert their actions, even in 
part, through the glucocorticoid receptor. Driven by immunohistochemistry 
experiments that have shown that these substances induce GR translocation to the 
nucleus, Western Blot experiments were performed. These studies showed that these 
triterpenes, when administered with DEX, reduce the levels of GR target molecules 
involved in glucose metabolism, such as PEPCK, and apoptosis, such as the anti- 
apoptotic molecule Bcl-2. In combination with DEX, they also reduce procaspases’ 
levels, such as procaspase 3 and procaspase 9, indicating their involvement in
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regulation of mitochondrial induced apoptosis. Furthermore, luciferase-galactosidase 
assays revealed that echinocystic acid and 3-O glucoside of echinocystic acid, repress 
the transcriptional activity of NF-kB, whereas the GR levels and the synthetic 
glucocorticoid DEX increase this immunosuppressive activity. Luciferase assays also 
showed that these triterpenes not only do not activate, but poorly repress the 
transcriptional activity of the GR.
Therefore, our results demonstrated that the triterpenes we studied are potent 
modulators of the glucocorticoid receptor with significant anti-inflammatory and 
anticancer activity and thus they could be used quite effectively for therapeutic 
purposes.
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ
1.1 Στεροειδείς ορμόνες
Με βάση τη χημική τους σύσταση, οι ορμόνες μπορούν να ταξινομηθούν σε 
τέσσερις ομάδες: τα παράγωγα αμινοξέων, τις πεπτιδορμόνες, τα στεροειδή και τα 
παράγωγα λιπαρών οξέων (προσταγλαδίνες).
Οι στεροειδείς ορμόνες είναι λιπόφιλες ορμόνες που παράγονται από τη 
φλοιώδη μοίρα των επινεφριδίων, έχουν χρόνο ημιζωής μερικές ώρες και αποτελούν 
περίπου το 15% των ορμονών. Παίζουν σημαντικό ρόλο στο μεταβολισμό, την 
αύξηση, την ανάπτυξη και τη ρύθμιση του ανοσοποιητικού συστήματος [Psarra and 
Sekeris, 2007]. Σ’ αυτές ανήκουν τα κορτικοστεροειδή, που περιλαμβάνουν τα 
αλατοκορτικοειδή και τα γλυκοκορτικοειδή, και τα σεξοτρόπα κορτικοειδή 
(γεννητικές ορμόνες), που περιλαμβάνουν τα ανδρογόνα, τα οιστρογόνα και την 
προγεστερόνη. Πρόδρομη ουσία όλων αυτών των ορμονών είναι η χοληστερόλη 
[Σμοκοβίτης, 2007].
Μετά την παραγωγή τους, που μπορεί να προκληθεί από ένα ερέθισμα, τα 
στεροειδή δεν αποθηκεύονται, αλλά εκκρίνονται αμέσως στο αίμα και μεταφέρονται 
μέσω πρωτεϊνών του πλάσματος στα κύτταρα-στόχους, όπου λόγω της 
υδροφοβικότητας τους, διαπερνούν εύκολα τις κυτταρικές μεμβράνες με παθητική 
διάχυση. Μετά την είσοδό τους στο κύτταρο, οι στεροειδείς ορμόνες συνδέονται με 
τους υποδοχείς τους στο κυτταρόπλασμα και το σύμπλοκο στεροειδής ορμόνη- 
υποδοχέας ακολουθεί τη γενωμική οδό και εισέρχεται στον πυρήνα ή μεταφέρεται 
στα μιτοχόνδρια. Και στις δύο περιπτώσεις, συνδέεται στο DNA και λειτουργεί ως 
μεταγραφικός παράγοντας, επηρεάζοντας τη μεταγραφή συγκεκριμένων γονιδίων. Η 
άμεση σύνδεση του GR στο πυρηνικό DNA αποτελεί την κλασσική γενωμική οδό. Οι 
στεροειδείς ορμόνες, όμως, μπορούν να ακολουθήσουν και τη μη κλασσική γενωμική 
οδό, στην οποία το σύμπλοκο ορμόνη-υποδοχέας συνδέεται στο πυρηνικό DNA μέσω 
άλλων μεταγραφικών παραγόντων. Οι εν λόγω επιδράσεις τους πραγματοποιούνται 
με πολύ γρήγορο ρυθμό, γεγονός που υποδεικνύει πως η ρύθμισή τους δεν υφίσταται 
σε μεταγραφικό επίπεδο, γι’ αυτό και καλούνται «μη γενωμικές», ώστε να διακριθούν 
από τον κλασσικό γενωμικό τρόπο δράσης τους [Σμοκοβίτης, 2007].
13
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 06:28:57 EET - 137.108.70.7
1.2 Τα γλυκοκορτικοειδή
1.2.1 Γενικές πληροφορίες
Οι γλυκοκορτικοειδείς ορμόνες ανακαλύφθηκαν και πήραν το όνομά τους 
περί το 1930. Ο όρος «γλυκοκορτικοειδή» είναι σύνθετος: απαρτίζεται από το πρώτο 
συνθετικό «γλυκο-», βάσει της παρατήρησης πως οι ουσίες αυτές διεγείρουν την 
ηπατική και τη νεφρική γλυκονεογένεση και από το δεύτερο συνθετικό «­
κορτικοειδή», καθώς οι ορμόνες αυτές παράγονται στο φλοιό των επινεφριδίων 
[Long et al., 1940].
Τα γλυκοκορτικοειδή (GCs), με κυριότερους εκπροσώπους την κορτιζόλη, 
την κορτικοστερόνη και την κορτιζόνη, ανήκουν μαζί με τα αλατοκορτικοειδή και τις 
σεξοτρόπες κορτικοειδείς ορμόνες, στην οικογένεια των στεροειδών ορμονών 
καιόπως είναι αναμενόμενο, μοιράζονται πολλές δομικές ομοιότητες, όπως είναι ο 
δακτύλιος του κυκλοπεντανοφαιναθρενίου [(Σμοκοβίτης, 2007); (Ortsater H, 2012)].
Επιπλέον, σε ένα ζωντανό οργανισμό (in vivo), οι γλυκοκορτικοειδείς 
ορμόνες, όπως και οι άλλες κατηγορίες των στεροειδών ορμονών, συντίθενται στον 
φλοιό των επινεφριδίων με πρόδρομο μόριο τη χοληστερόλη. Μέσα από μια σειρά 
αντιδράσεων, οι περισσότερες από τις οποίες καταλύονται από τα ένζυμα P450 του 
κυτοχρώματος, τα οποία κωδικοποιούνται από γονίδια, όπως το CYP11B1 (11-β- 
υδροξυλάση) [Nomura et al., 1993], οι ορμόνες παραδίδονται στους ιστούς-στόχους 
με μεταφορικές πρωτεΐνες [McKay and Cidlowski, 2003] (Εικόνα 1.1).
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Εικόνα 1.1 Απεικόνιση της βιοσύνθεσης των στεροειδών ορμονών με πρόδρομο μόριο τη 
χοληστερόλη. Μέσω μίας σειράς ενζυμικών αντιδράσεων, η χοληστερόλη δίνει γένεση στα 
γλυκοκορτικοειδή, τα αλατοκορτικοειδή, τα οιστρογόνα, τα ανδρογόνα και την προγεστερόνη [Από 
Ortsater et al, 2012].
1.2.2 Η δομή των γλυκοκορτικοειδών ορμονών
Οι δομές των γλυκοκορτικοειδών ορμονών, όπως και όλων των στεροειδών 
ορμονών, βασίζονται σε ένα τετρακυκλικό σύστημα δακτυλίων (Εικόνα 1.2). Οι 
τέσσερεις δακτύλιοι υποδηλώνονται ως Α, Β, Γ και Δ, αρχίζοντας από αριστερά, ενώ 
τα άτομα άνθρακα αριθμούνται ξεκινώντας από τον δακτύλιο Α. Οι τρεις εξαμελείς 
δακτύλιοι, Α, Β και Γ, υιοθετούν διαμορφώσεις τύπου ανάκλιντρου. Λόγω της 
δύσκαμπτης γεωμετρικής διάταξης των δακτυλίων αυτών, τα στεροειδή δεν 
υφίστανται τη συνηθισμένη αναστροφή δακτυλίων των κυκλοεξανίων.
Συνήθως φέρουν μία μεθυλική ομάδα στους άνθρακες C-10 και C-13 και μία 
αλκυλική πλευρική αλυσίδα στον άνθρακα C-17. Η περαιτέρω διαφοροποίησή τους 
επιτυγχάνεται από τη σύσταση των πλευρικών τους αλυσίδων, τον αριθμό των
επιπρόσθετων μεθυλικών ομάδων και από τις λειτουργικές ομάδες που είναι 
προσδεδεμένες στους δακτυλίους.
Εκτός από τις γλυκοκορτικοειδείς ορμόνες που έχουν απομονωθεί από 
φυσικές πηγές, χιλιάδες άλλες έχουν συντεθεί στα διάφορα φαρμακευτικά 
εργαστήρια, στα πλαίσια ερευνών για νέα φάρμακα. Η ερευνητική διαδικασία 
περιλαμβάνει συνήθως τροποποίηση της δομής του μορίου μιας φυσικής ορμόνης με 
χημικές μεθόδους και στη συνέχεια έλεγχο των βιολογικών ιδιοτήτων του 
τροποποιημένου γλυκοκορτικοειδούς.
Στις πιο γνωστές συνθετικές μορφές γλυκοκορτικοειδών συγκαταλέγονται οι 
ενώσεις δεξαμεθαζόνη (Dexamethasone, DEX) και μιφεπριστόνη (mifepristone ή
15
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 06:28:57 EET - 137.108.70.7
RU-486). Η ουσία DEX (Εικόνα 1.3α) είναι αγωνιστής του GR, με 25 φορές 
μεγαλύτερη συγγένεια για τον GR απ’ ότι η κορτιζόλη και χαρακτηρίζεται για τις 
ισχυρά αντι-φλεγμονώδεις και ανοσοκατασταλτικές της ιδιότητες. Η ουσία RU-486 
(Εικόνα 1.3 β) είναι μερικός ανταγωνιστής του GR και δρα ανασταλτικά στη δράση 
του.
(α) (β)
Εικόνα 1.3 Αναπαράσταση των συνθετικών γλυκοκορτικοειδών (α) δεξαμεθαζόνη και (β) RU-486 ή 
μιφεπριστόνη.
Με κρυσταλλογραφία ακτίνων X έχουν προσδιοριστεί οι δομές της περιοχής 
LBD του GR, συμπλοκοποιημένης με τον αγωνιστή δεξαμεθαζόνη (Εικόνα 1.4, Β) 
[(Bledsoe et al., 2002); (Kauppi et al., 2003)] και με τον ανταγωνιστή RU-486 
(Εικόνα 1.4, Α) [Kauppi et al., 2003]. Ανάλογη μελέτη πραγματοποιήθηκε με 
φασματομετρία μάζας [Frego and Davidson, 2006].
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Εικόνα 1.4 Κρυσταλλογραφικές δομές του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών.
Α) Η περιοχή πρόσδεσης του υποδοχέα στο DNA (DBD) συνδεδεμένη στο DNA (PDB 1R4O) με τη 
συναινετική θέση DBD να προβλέπεται. Β) Η περιοχή δέσμευσης του προσδέματος (LBD) 
συνδεδεμένη με δεξαμεθαζόνη (PDB 1M2Z).
1.2.3 Γλυκοκορτικοειδή και κιρκάδιοι ρυθμοί
Τα γλυκοκορτικοειδή είναι ορμόνες απαραίτητες για τη ζωή [Cole et al., 
1995], που συντίθενται και απελευθερώνονται από τη φλοιώδη μοίρα των 
επινεφριδίων. Η έκκρισή τους ρυθμίζεται από τον άξονα υποθάλαμος-υπόφυση- 
επινεφρίδια (HPA axis) και τις αντίστοιχες ορμόνες αυτών και ακολουθεί έναν 
κιρκάδιο και παλμικό ρυθμό.
Εσωτερικά και εξωτερικά σήματα, όπως αιμορραγικές καταστάσεις, 
μεταβολές της θερμοκρασίας, τοξίνες, συγκινησιακές καταστάσεις, στρεσικοί 
παράγοντες και γενικά δυσμενείς για τον οργανισμό παράγοντες, διεγείρουν τον 
υποθάλαμο, με αποτέλεσμα την απελευθέρωση της απελευθερωτικής ορμόνης 
τηςεπινεφριδιοφλοιοτρόπου ορμόνης ή κορτικοτροπίνης (corticotrophin-releasing 
hormone, CRH). Η CRH διεγείρει τη σύνθεση και έκκριση, από τον πρόσθιο λοβό 
της υπόφυσης, της επινεφριδιοφλοιοτρόπου ορμόνης ή κορτικοτροπίνης 
(adrenocorticotropic hormone ή corticotrophin, ACTH), η οποία με τη σειρά της 
ελέγχει την παραγωγή και απελευθέρωση των γλυκοκορτικοειδών από τη φλοιώδη 
μοίρα των επινεφριδίων (Εικόνα 1.5).
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Εικόνα 1.5 Σχηματική αναπαράσταση της ρύθμισης των επιπέδων των γλυκοκορτικοειδών από τον 
άξονα υποθαλάμου-υπόφυσης-επινεφριδίων (HPAaxis). Η σύνθεση και η απελευθέρωση των 
γλυκοκορτικοειδών υπόκειται σε κιρκάδια ρύθμιση από τον περικοιλιακό πυρήνα του υποθαλάμου. Η 
απελευθερωτική ορμόνη της κορτικοτροπίνης (CRH), που εκκρίνεται από τον υποθάλαμο, διεγείρει 
την απελευθέρωση της επινεφριδιοφλοιοτρόπου ορμόνης (ACTH) από τον πρόσθιο λοβό της 
υπόφυσης. Με τη σειρά της, η ACTH επάγει την σύνθεση και έκκριση της κορτιζόλης από το φλοιό 
των επινεφριδίων στο αίμα. Η ομοιόσταση στα επίπεδα των γλυκοκορτικοειδών διατηρείται μέσω του 
βρόγχου αρνητικής ανατροφοδότησης, καταστέλλοντας την έκκρισητης ACTH από τον πρόσθιο λοβό 
της υπόφυσης και της CRH από τον υποθάλαμο, όταν αυξηθεί η συγκέντρωση των γλυκοκορτικοειδών 
στο αίμα [Από Kadmiel and Cidlowski, 2013].
Ο άξονας HPA υπόκειται σε έναν έντονο μηχανισμό αρνητικής 
ανατροφοδότησης, καθώς αύξηση της συγκέντρωσης των γλυκοκορτικοειδών που 
εκκρίνονται από τη φλοιώδη μοίρα των επινεφριδίων, δρουν στον υποθάλαμο 
αναστέλλοντας την έκκριση της CRH, η οποία με τη σειρά της αναστέλλει την 
έκκριση της ACTH. Τα αυξημένα επίπεδα γλυκοκορτικοειδών μπορούν, ακόμα, να 
δράσουν και απευθείας στον πρόσθιο λοβό της υπόφυσης και να αναστείλουν την 
παραγωγή και έκκριση της ACTH, περιορίζοντας, έτσι, τόσο το μέγεθος, όσο και τη 
διάρκεια αύξησης των γλυκοκορτικοειδών. Επιπρόσθετα, μηχανισμός παλίνδρομης 
ρύθμισης λειτουργεί και ανάμεσα στην υπόφυση και τον υποθάλαμο, καθώς αύξηση 
στην παραγωγή της ACTH, έχει ως αποτέλεσμα αναστολή στην έκκριση της CRH 
από τον υποθάλαμο. Επομένως, από τα παραπάνω προκύπτει ότι τα 
γλυκοκορτικοειδή ρυθμίζουν τόσο την έκκριση των CRH, ACTH όσο και τα επίπεδά 
τους, με ένα βρόγχο αρνητικής ανατροφοδότησης στον άξονα υποθαλάμου- 
υπόφυσης-επινεφριδίων.
Τα γλυκοκορτικοειδή, όπως αναφέρθηκε, παρουσιάζουν έναν κιρκάδιο και 
παλμικό ρυθμό έκκρισης. Ως κιρκάδιος ρυθμός (circadian rhythm) ορίζεται μια 
οποιαδήποτε βιολογική διαδικασία που παρουσιάζει ενδογενή περιοδική μεταβολή 
στη διάρκεια ενός 24ώρου. Έτσι, στον ανθρώπινο οργανισμό, όπως επίσης και στους 
περισσότερους ζωικούς οργανισμούς, που είναι δραστήριοι κατά τη διάρκεια της 
ημέρας, η μέγιστη έκκριση γλυκοκορτικοειδών παρατηρείται τις πρώτες πρωινές 
ώρες, ενώ ακολουθεί σταδιακή μείωση των επιπέδων τους κατά τη διάρκεια της 
ημέρας, παρατηρώντας, εν τέλει, τα μικρότερα επίπεδα κατά τις απογευματινές- 
πρώτες βραδινές ώρες. Αντίθετα, σε νυχτόβια ζώα το μέγιστο της έκκρισης 
παρατηρείται κατά τη νύχτα. Επίσης, όσον αφορά τον παλμικό ρυθμό έκκρισης των 
γλυκοκορτικοειδών, οι παλμοί εκκριτικής δραστηριότητας εμφανίζονται κάθε 60-90
18
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 06:28:57 EET - 137.108.70.7
λεπτά κατά τη διάρκεια της ημέρας, προκειμένου να μπορέσει ο οργανισμός να 
ανταπεξέλθει στις δραστηριότητές του. Μ’ αυτόν τον τρόπο, αποκαλύπτεται ένα υπο- 
ημερήσιο μοτίβο έκκρισης γλυκοκορτικοειδών, το οποίο διαταράσσεται σε διάφορες 
παθολογικές καταστάσεις. Κλασικό παράδειγμα διαταραχής αυτού του μοτίβου 
αποτελεί η φλεγμονή που σχετίζεται με χρόνια ενεργοποίηση του ΗΡΑ άξονα. Παρά 
τις διαφορές, όμως, που παρουσιάζει στη συχνότητα και το εύρος των παλμών, το 
κιρκάδιο μοτίβο έκκρισης των γλυκοκορτικοειδών είναι εξελικτικά συντηρημένο στα 
θηλαστικά, αποδεικνύοντας πως αυτή η παλμικότητα είναι απαραίτητο στοιχείο στη 
GR σηματοδότηση.
Αυτό διαφαίνεται από το γεγονός πως, κατά τη διάρκεια της αύξησης των 
επιπέδων των γλυκοκορτικοειδών, παρατηρείται μετατόπιση του υποδοχέα στον 
πυρήνα, πρόσδεση στα αντίστοιχα γενωμικά στοιχεία κι έναρξη της μεταγραφής. 
Αντίθετα, όταν τα επίπεδα των γλυκοκορτικοειδών μειωθούν, ο υποδοχέας 
αποδεσμεύεται από τα στοιχεία αυτά και μετατοπίζεται στο πυρηνόπλασμα, όπου 
αναμένει μία νέα αύξηση στα επίπεδα των γλυκοκορτικοειδών, προκειμένου να 
ξεκινήσει εκ νέου τη μεταγραφή [(Windle RJ, 1998); (Windle R.,2001)].
1.2.4 Βιολογικές επιδράσεις των γλυκοκορτικοειδών
Τα γλυκοκορτικοειδή είναι στεροειδείς ορμόνες, απαραίτητες για τη ζωή, οι 
οποίες μεσολαβούν και ρυθμίζουν πληθώρα φυσιολογικών διαδικασιών και ασκούν 
επιρροές σε πολλά μεταβολικά μονοπάτια και συστήματα οργάνων, σε μια 
προσπάθεια να διατηρήσουν την ομοιόσταση στον οργανισμό των θηλαστικών 
[(Gupta and Lalchhandama, 2002); (Oakley and Cidlowski, 2013)].
Πρωταρχικός ρόλος των γλυκοκορτικοειδών αποτελεί η ρύθμιση του 
μεταβολισμού των υδατανθράκων. Συγκεκριμένα, αυξάνουν τα επίπεδα της γλυκόζης 
στο αίμα, παρέχοντας, έτσι, στον εγκέφαλο τη δυνατότητα αναπλήρωσης του 
ενεργειακού του αποθέματος, καθώς η γλυκόζη αποτελεί τη βασική πηγή ενέργειας 
για αυτόν. Στο ήπαρ η κορτιζόλη αυξάνει τα επίπεδα της γλυκόζης, επάγοντας τόσο 
την εναπόθεση του γλυκογόνου [(Mersmann and Segal, 1969); (Stalmans and Laloux, 
1979)], όσο και τη γλυκονεογένεση, μέσω αύξησης της ποσότητας και της 
ενεργότητας των ενζύμων που συμμετέχουν σ’ αυτήν. Αντίθετα, στους σκελετικούς 
μύες και στο λιπώδη ιστό, η κορτιζόλη αναστέλλει την πρόσληψη και χρήση της
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γλυκόζης, μέσω παρεμβολής στο σηματοδοτικό μονοπάτι της ινσουλίνης, καθώς 
ανταγωνίζεται τη δράση της. Επιπλέον, η ορμόνη αυτή προκαλεί χάλαση των μυών, 
αυξάνοντας τον καταβολισμό και επιβραδύνοντας τον αναβολισμό των πρωτεϊνών 
[You et al., 2009], ενώ μειώνει τη σύνθεση των λιπαρών οξέων και κινητοποιεί τη 
διάσπαση των τριγλυκεριδίων στο λιπώδη ιστό [Macfarlane et al., 2008], αυξάνοντας, 
έτσι, τη συγκέντρωση των ελεύθερων λιπαρών οξέων στο αίμα. Τόσο η αυξημένη 
απελευθέρωση αμινοξέων που προκύπτει από τον καταβολισμό των πρωτεϊνών των 
μυών, όσο και η γλυκερόλη που προκύπτει από τη λιπόλυση, χρησιμοποιούνται από 
το ήπαρ ως υποστρώματα για τηγλυκονεογένεση. Συν τις άλλοις, η αυξημένη 
ταχύτητα του μεταβολισμού των πρωτεϊνών οδηγεί σε αυξημένη απέκκριση αζώτου 
και επαγωγή των ενζύμων του κύκλου της ουρίας [Σμοκοβίτης, 2007].
Εκτός από τις μεταβολικές τους δράσεις, τα γλυκοκορτικοειδήέχουν κεντρικό 
ρόλο στη ρύθμιση του στρες [Sapolsky et al. 1986], μέσω του υποθαλαμο-υποφυσιο- 
επινεφριδιακού (HPA) άξονα. Αυτό συμβαίνει, καθώς ο HPA άξονας ενεργοποιείται 
σε καταστάσεις στρες και τα γλυκοκορτικοειδή, που είναι τα τελικά προϊόντα αυτού 
του άξονα,ελέγχουν την απόκριση στο στρες μέσω διάφορων βραχυπρόθεσμων και 
μακροπρόθεσμων προσαρμοστικών αλλαγών. Ειδικότερα, κατά τη διάρκεια της 
οξείας απόκρισης στο στρες, τα γλυκοκορτικοειδή προκαλούν βραχυπρόθεσμες 
προσαρμοστικές αλλαγές, όπως είναι η κινητοποίηση των ενεργειακών αποθεμάτων, 
ρυθμίζοντας το μεταβολισμό της γλυκόζης και της πίεσης του αίματος [Grunfeld and 
Eloy, 1987], ενώ ακόμα εμπλέκονται και σε μακροπρόθεσμες προσαρμοστικές 
αλλαγές, όπως είναι η διαμόρφωση και η ρύθμιση διάφορων φυσιολογικών 
διαδικασιών, με σημαντικότερη την ενεργοποίηση του συμπαθητικού νευρικού 
συστήματος.
Επιπλέον, τα γλυκοκορτικοειδή επηρεάζουν την ανάπτυξη των οργάνων [Bolt 
et al., 2001], την οστική αναρρόφηση [Reid, 1998], την καρδιαγγειακή λειτουργία 
[Walker, 2007], τη λειτουργία των νεφρών [Mangos et al., 2003], την ωρίμανση των 
ιστών, τη διατήρηση της πίεσης του αίματος [Grunfeld, 1990], τις ανοσοαπαντήσεις 
[Morand and Leech, 1999], την ανάπτυξη του σκελετού, την αναπαραγωγή, τη 
γνωστική λειτουργία [(Barnes PJ, 1998); (Sapolsky et al., 2000)] κ.ά..
Ένας, ακόμη, ιδιαίτερα σημαντικός ρόλος που διαδραματίζουν τα 
γλυκοκορτικοειδή είναι αυτός στη δυναμική διαμόρφωση των φλεγμονωδών και 
ανοσολογικών αποκρίσεων. Εξαιτίας, λοιπόν, αυτών των δυναμικών 
αντιφλεγμονωδών και ανοσοκατασταλτικών δράσεων, τα γλυκοκορτικοειδή είναι
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σήμερα από τα πιο ευρέως συνταγογραφούμενα φάρμακα στον κόσμο [(Rhen and 
Cidlowski, 2005); (Busillo and Cidlowski, 2013)]. Τα συνθετικά γλυκοκορτικοειδή 
είναι φάρμακα που μοιάζουν με τα φυσικά γλυκοκορτικοειδή, αλλά διαφέρουν από 
αυτά στην ισχύ της δράσης τους και στην ικανότητά τους να μεταβολίζονται από τον 
οργανισμό, με πιο γνωστά την πρεδνιζόνη/πρεδνιζολόνη, τη δεξαμεθαζόνη και τη 
βουδεσονίδη. Επιπλέον, τα συνθετικά γλυκοκορτικοειδή, σε αντίθεση με τα φυσικά, 
αδυνατούν να συνδεθούν με την προσδεδεμένη με κορτικοστεροειδή σφαιρίνη του 
πλάσματος, με αποτέλεσμα να μην μπορούν να ρυθμίσουν μόνα τους τα επίπεδα τους 
στον οργανισμό [Kadmiel and Cidlowski, 2013]. Χαρακτηριστικό είναι το 
παράδειγμα της δεξαμεθαζόνης, η οποία δεν επιδέχεται αδρανοποίηση από τον τύπο 2 
της 11β-υδροξυστεροειδούς αφυδρογονάσης, αυξάνοντας, έτσι, την τοπική της 
διαθεσιμότητα [Weinstein R.S., 2012]. Συνεπώς, τα συνθετικά παράγωγα των 
γλυκοκορτικοειδών, αποτελούν περισσότερο από τον τελευταίο μισό αιώνα, τους 
στηλοβάτες στην κλινική πράξη της θεραπείας φλεγμονοδών ασθενειών, αυτοάνοσων 
διαταραχών και αιματολογικών καρκίνων [Oakley and Cidlowski, 2013].
Πιο αναλυτικά, τα γλυκοκορτικοειδή έχουν την ικανότητα να καταστέλλουν 
το ανοσοποιητικό σύστημα, ελαττώνοντας την κυκλοφορία των λεμφοκυττάρων και 
την παραγωγή αντισωμάτων αλλά και περιορίζοντας τη δραστηριότητα των Τ- 
βοηθητικών και Τ-κυτταροτοξικών κυττάρων. Το γεγονός αυτό βρίσκει εφαρμογή 
στις μεταμοσχεύσεις οργάνων, για την παρεμπόδιση της απόρριψης του μοσχεύματος 
[Σμοκοβίτης, 2007]. Ακόμα, τα γλυκοκορτικοειδή έχουν αξιοποιηθεί για τις αντι- 
πολλαπλασιαστικές και αντι-αγγειογενετικές δράσεις τους στη θεραπεία καρκίνων 
του λεμφοειδούς συστήματος [(Pirotte et al, 1997); (Sionov et a l, 2008)], όπως 
λευχαιμίες, λεμφώματα και μυελώματα [(Vilasco et al., 2011); (Oakley and 
Cidlowski, 2013)], ενώ χρησιμοποιούνται σαν συν-φαρμακευτική αγωγή στη 
θεραπεία κακοηθών όγκων, λόγω της αποτελεσματικότητάς τους στην αντιμετώπιση 
των όγκων αυτών ή εξαιτίας της ελάττωσης του οιδήματος, του πόνου, της 
ανισορροπίας των ηλεκτρολυτών, της ναυτίας, της έμεσης και των κυτταροτοξικών 
αντιδράσεων που προκαλούνται από άλλες θεραπευτικές προσεγγίσεις [(Rutz, 2002); 
(Rutz & Herr, 2004)].
Οι αντιφλεγμονώδεις ιδιότητες που παρουσιάζουν είναι ιδιαίτερα σημαντικές 
για τη θεραπεία χρόνιων φλεγμονωδών καταστάσεων,όπως είναι το άσθμα, οι 
δερματικές και οφθαλμολογικές μολύνσεις και η χρόνια αποφρακτική 
πνευμονοπάθεια (COPD) [Kadmiel and Cidlowski, 2013]. Επίσης, παίζουν σημαντικό
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ρόλο και στη θεραπεία πληθώρας άλλων ασθενειών, όπως της ρευματοειδούς 
αρθρίτιδας, των αλλεργιών, της ρευματικής καρδίτιδας, της σήψης, της ελκώδους 
κολίτιδας, της πολλαπλής σκλήρυνσης, καθώς και της ανεπάρκειας των επινεφριδίων 
[Oakley and Cidlowski, 2013].
1.2.5 Παρενέργειες της για θεραπευτικούς σκοπούς χορήγησης των 
γλυκοκορτικοειδών
Δυστυχώς, τα θεραπευτικά οφέλη των γλυκοκορτικοειδών περιορίζονται από 
ποικίλες παρενέργειες, οι οποίες αναπτύσσονται σε ασθενείς που λαμβάνουν χρόνια 
θεραπεία και σε μεγάλες δόσεις με αυτά τα στεροειδή [(Rhen and Cidlowski, 2005); 
(Miner et al., 2005); (Schacke et al., 2007)].
Οι κύριες παρενέργειες των γλυκοκορτικοειδών στον οργανισμό είναι 
καταβολικής φύσεως, όπως η αναδιαμόρφωση των ιστών, με χαρακτηριστικά 
παραδείγματα το εύθραυστο δέρμα [Schoepe et al., 2006], την ατροφία [Oakley and 
Cidlowski, 2013] και τη φλεγμονή του δέρματος [Kleiman and Tuckermann, 2007]. 
Επιπρόσθετα, οι παρενέργειες των γλυκοκορτικοειδών εντοπίζονται και στα κόκκαλα, 
οδηγώντας σε οστεοπόρωση [Canalis and Delany, 2002], ενώ, ακόμα, παρατηρείται 
μυϊκή αδυναμία [Kleiman and Tuckermann, 2007] και καθυστέρηση της ανάπτυξης 
στα παιδιά [Oakley and Cidlowski, 2013]. Επιπλέον, οι δυσμενείς επιπτώσεις τους 
περιλαμβάνουν αντίσταση στην ινσουλίνη που οδηγεί σε διαβήτη [Kleiman and 
Tuckermann, 2007], ανακατανομή του λίπους [Peeke and Chrousos, 1995)], κοιλιακή 
παχυσαρκία, υπέρταση, γλαύκωμα και ιστοειδική αντίσταση στα γλυκοκορτικοειδή 
σε ασθενείς που λαμβάνουν μακροχρόνια θεραπεία με γλυκοκορτικοειδή [Oakley and 
Cidlowski, 2013], καθώς, επίσης, οδηγεί και σε νευροεκφυλισμό ή καταστολή της 
νευρογένεσης στον εγκέφαλο [DeKloet et al., 1998].
Ακόμα, από τις σημαντικότερες παρενέργειες των γλυκοκορτικοειδών είναι η 
μειωμένη αντίσταση του οργανισμού σε λοιμώδεις παράγοντες και η επιβράδυνση 
στην επούλωση τραυματισμένων ιστών, που προκύπτουν εξαιτίας της ικανότητας που 
έχουν τα γλυκοκορτικοειδή να καταστέλλουν το ανοσοποιητικό σύστημα, όπως 
αναφέρθηκε και στην ενότητα 1.2.4. Τέλος, οποιαδήποτε αδυναμία ρύθμισης των 
επιπέδων των GCs από τον οργανισμό, όπως είναι η χρόνια αύξηση των επιπέδων 
λόγω υπερλειτουργίας της φλοιώδους μοίρας των επινεφριδίων ή η ανεπάρκεια λόγω
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υπολειτουργίας της φλοιώδους μοίρας των επινεφριδίων, συνδέεται με την εμφάνιση 
παθολογικών καταστάσεων, όπως το σύνδρομο Cushing και η νόσος του Addison 
αντίστοιχα [Σμοκοβίτης, 2007].
Από τις παραπάνω παρενέργειες, πολλές είναι σοβαρές και ορισμένες φορές 
μη αναστρέψιμες [(Schacke et al, 2002); (Miner et al, 2005)] ενώ η συχνότητα 
εμφάνισής τους εξαρτάται από τη δραστικότητα του χορηγούμενου 
γλυκοκορτικοειδούς, την οδό χορήγησης, τις ενδείξεις που συνοδεύουν το 
χορηγούμενογλυκοκορτικοειδές και το άτομο που λαμβάνει τη θεραπεία [Schacke et 
al, 2007].
Στη συνέχεια, παρατίθεται η εικόνα 1.6, όπου γίνεται ορατός ο ευεργετικός 
ρόλος των γλυκοκορτικοειδών αλλά και κάποιες από τις δυσμενείς συνέπειες που 
αυτά προκαλούν στον οργανισμό.
Εικόνα 1.6 Δράσεις και παράπλευρες αντιδράσεις χορήγησης γλυκοκορτικοειδών.
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1.2.6 Επιλεκτικοί αγωνιστές του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών 
(SEGRAs)
Τα γλυκοκορτικοειδή χρησιμοποιούνται ευρέως ως αποτελεσματική θεραπεία 
της οξείας και χρόνιας φλεγμονής, καθώς, επίσης, και για την αντιμετώπιση 
πολυάριθμων αυτοάνοσων παθήσεων [Schacke et al., 2007]. Η κλινική χρήση τους 
χρονολογείται κοντά στα τέλη της δεκαετίας του 1940 και συγκεκριμένα το 1936, 
όταν έγινε για πρώτη φορά αντιληπτό πως μία ορμόνη των επινεφριδίων, η 
κορτιζόλη, είναι σε θέση να αντιστρέψει τα συμπτώματα και τις δυσλειτουργίες που 
προκαλεί η Νόσος του Addison. Αργότερα, κοντά στο 1949, έγιναν ανάλογες 
παρατηρήσεις από τον Philip Hench για τη δράση της ίδιας ορμόνης στη θεραπεία της 
ρευματοειδούς αρθρίτιδας [Buttgereit, F., 2012], για το οποίο βραβεύτηκε αργότερα 
με Nobel [Baschant et al., 2012]. Από τότε τα γλυκοκορτικοειδή έφεραν επανάσταση 
στο πεδίο της ιατρικής, καθώς αυτά τα δύο γεγονότα αποτέλεσαν αφετηρία, όχι μόνο 
για τη χρήση των GCs για θεραπευτικούς σκοπούς, αλλά και για τη σύνθεση νέων και 
πιο αποτελεσματικών ενώσεων, καθώς η συστηματική χρήση τους έχει συνδυαστεί με 
την εμφάνιση ανεπιθύμητων και πολλές φορές μη αναστρέψιμων επιδράσεων στον 
οργανισμό, όπως παρουσιάστηκε και στην ενότητα 1.2.5, με γνωστότερες την 
οστεοπόρωση, τον διαβήτη και το σύνδρομο Cushing.
Η τοπική χορήγηση γλυκοκορτικοειδών που δρουν τοπικά χρησιμοποιείται με 
επιτυχία για τη θεραπεία φλεγμονωδών αναπνευστικών και δερματικών ασθενειών, 
καθώς παρατηρούνται αισθητά λιγότερες κι ασθενέστερες παρενέργειες μετά τη 
χορήγηση. Παρ’ όλα αυτά, η τοπική χρήση δεν αποτελεί λύση, εξαιτίας των τοπικών 
παρενεργειών που μπορεί να προκαλέσει (Πίνακας 1.1). Επιπλέον, σοβαρές 
παροξύνσεις της νόσου είναι αδύνατον να αντιμετωπιστούν αποτελεσματικά με 
ενώσεις που λειτουργούν μόνο σε τοπικό επίπεδο και συνεπώς η συστηματική αγωγή 
είναι υποχρεωτική, όπως για παράδειγμα σε περιπτώσεις σοβαρού άσθματος και 
δερματικών παθήσεων που φουσκαλιάζει το δέρμα και η τοπική χορήγηση 
γλυκοκορτικοειδών μετά από μακροχρόνια χρήση οδηγεί στην ανάπτυξη ατροφίας 
στο δέρμα [(Mills and Marks, 1993); (Hengge et al., 2006)].
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Πίνακας 1.1: Ορισμένες τυπικές παρενέργειες σε ασθενείς, στους οποίους χορηγήθηκαν 
γλυκοκορτικοειδή σε συγκεκριμένα όργανα/ιστούς [(Ortsater Η, 2012); (Schacke, 2002)].
Ιστός/ Όργανο Δυσμενείς συνέπειες
Δέρμα Ατροφία, καθυστέρηση στην επούλωση
πληγών
Μύες/ Σκελετός Οστεοπόρωση, μυϊκή ατροφία/ μυοπάθεια
Οφθαλμός Γλαύκωμα, Καταρράκτης
Κεντρικό Νευρικό Σύστημα Διαταραχή στη διάθεση, τη συμπεριφορά, τη 
μνήμη και τη γνωστική λειτουργία
Ενδοκρινικό Σύστημα/ Μεταβολισμός Δυσλιπιδαιμία, αντοχή στην ινσουλίνη ή/ και
δυσανεξία στη γλυκόζη, δυσλειτουργία των 
β-κυττάρων (ευπαθή άτομα)
Κυκλοφορικό Σύστημα Υπέρταση
Ανοσοποιητικό Σύστημα Αύξηση του κινδύνου λοιμώξεων, επαν-
ενεργοποίηση ιών
Γ αστρεντερικό Σύστημα Πεπτικό έλκος, παγκρεατίτιδα
Έτσι, έγιναν εκτενείς προσπάθειες χημικής βελτιστοποίησης των ήδη 
υπαρχόντων ενώσεων, καθώς αρκετά από τα αποτελέσματα από θεραπείες, όπου 
χορηγούνται γλυκοκορτικοειδή, είναι πράγματι ανησυχητικά [(Belvisi et al, 2001); 
(Miner, 2002); (Schacke et al.,2002)]. Οι προσπάθειες αυτές επικεντρώθηκαν σε δύο 
διαφορετικούς στόχους, στην βελτίωση της δραστικότητας ή της βιοδιαθεσιμότητας 
της ένωσης. Ειδικά, το δεύτερο έγινε μέσω προσπάθειας εντοπισμού προ-φαρμάκων 
με βελτιωμένες φυσικοχημικές ιδιότητες από αυτές της τελικής δραστικής ένωσης. 
Επιπλέον, σε ορισμένες περιπτώσεις χρησιμοποιήθηκαν μη στεροειδή 
αντιφλεγμονώδη φάρμακα (non-steroidalanti-inflammatory drugs, NSAIDs) που 
μπορούσαν να αντικαταστήσουν τα γλυκοκορτικοειδή, ενώ σε άλλες περιπτώσεις η 
θεραπεία με γλυκοκορτικοειδή συνδυάστηκε με την οξεία θεραπεία των 
παρενεργειών που αυτά προκαλούν [Canalis and Delany, 2002]. Όμως, παρά τις 
προσπάθειες που κατεβλήθησαν, το πρόβλημα με την εμφάνιση σοβαρών 
παρενεργειών εξακολουθούσε να υπάρχει. Έτσι, σύντομα προέκυψε η ανάγκη 
εύρεσης ή σύνθεσης ενώσεων με ανάλογη αντιφλεγμονώδη και ανοσοκατασταλτική 
δράση, με αυτή των εμπορικά διαθέσιμων GCs, αλλά με σαφώς μειωμένο τον κίνδυνο 
εμφάνισης ανεπιθύμητων επιδράσεων στον οργανισμό [Schacke H., 2007].
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Ως εκ τούτου, τρεις κύριες προσεγγίσεις χρησιμοποιήθηκαν, είτε για τη 
δημιουργία νέων γλυκοκορτικοειδών είτε για την αντικατάσταση κάποιων 
υποομάδων στα ήδη υπάρχοντα GCs. Αρχικά, πραγματοποιήθηκε η βελτιστοποίηση 
σκευασμάτων που χρησιμοποιούνταν στη συστηματική κυκλοφορία, με απώτερο 
σκοπό μία στοχευμένη απελευθέρωση του φαρμάκου. Κλασικό παράδειγμα αυτής της 
περίπτωσης, αποτέλεσε ο σχηματισμός κάψουλας στεροειδών με τη βοήθεια 
λιποσωμάτων για τη θεραπεία της ρευματοειδούς αρθρίτιδας. Στην δεύτερη 
προσέγγιση, έγινε συνδυασμός μονοξειδίου του αζώτου (ΝΟ) με γνωστό στεροειδές- 
προσδέτη του GR, προκειμένου να ενισχυθούν οι αντιφλεγμονώδεις δράσεις της 
ουσίας, χωρίς, όμως, να αυξηθεί η χορηγούμενη δόση ή η ισχύς του στεροειδούς. 
Τέλος, μία από τις πλέον υποσχόμενες προσεγγίσεις των τελευταίων ετών αφορά τη 
βελτιστοποίηση των προσδετών του GR, με απώτερο σκοπό τη ρύθμιση της GR 
σηματοδότησης με πολύ ειδικό τρόπο. Αυτό θα οδηγήσει στην εμφάνιση επιλεκτικών 
αγωνιστών του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών (selective glucocorticoid receptor 
agonists, SEGRAs) [Schacke H., 2007].
Τα SEGRAs βρίσκονται στο στάδιο της ανάπτυξης και πρόκειται για ουσίες 
που προκαλούν μια τέτοια διαμόρφωση του υποδοχέα, η οποία προτιμά την 
αλληλεπίδραση του συμπλόκου GR/SEGRA με πρωτεΐνες αντί με το DNA. Κατά 
συνέπεια, το πλεονέκτημα αυτών των καινοτόμων στεροειδών μορίων είναι ότι είναι 
ικανά να επάγουν τις διαδικασίες μετακαταστολής ή trans-καταστολής, οι οποίες 
θεωρείται ότι μεσολαβούν σε πολυάριθμα επιθυμητά αντιφλεγμονώδη και 
ανοσοκατασταλτικά αποτελέσματα [Schacke et al, 2004], μέσω αρνητικής ρύθμισης 
της γονιδιακής έκφρασης προφλεγμονωδών γονιδίων [Schacke et al., 2007], ενώ η 
επαγωγή της μετενεργοποίησης ή trans-ενεργοποίησης, η οποία πιστεύεται ότι είναι 
υπεύθυνη για τις περισσότερες από τις ανεπιθύμητες ενέργειες, μέσω της επαγωγής 
φλεγμονωδών γονιδίων, είναι αμελητέα [Schacke et al., 2002].
Συμπερασματικά, τα SEGRAs είναι πολύ πιθανό να βρεθούν σύντομα στη 
φάση των κλινικών δοκιμών ενώ η καλύτερη κατανόηση της ετερογένειας στις 
αποκρίσεις της GR σηματοδότησης σε υγιείς αλλά και ασθενείς ιστούς, θα βοηθήσει 
στην ανάπτυξη ασφαλέστερων και αποτελεσματικότερων θεραπειών με 
γλυκοκορτικοειδή με βελτιωμένες αναλογίες οφέλους/κινδύνου στον άνθρωπο 
[Oakley and Cidlowski, 2013]. Έτσι, η χρήση στο μέλλον εξειδικευμένων 
γλυκοκορτικοειδών για τη θεραπεία ασθενειών χωρίς ταυτόχρονες παρενέργειες, θα
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φέρει επανάσταση στην ιατρική πράξη και για τον σκοπό αυτό απαιτούνται συνεχείς 
και ενδελεχείς μελέτες.
1.3 Πυρηνικοί Υποδοχείς
Οι πυρηνικοί υποδοχείς (NRs) είναι μια υπεροικογένεια πρωτεϊνών, η οποία 
περιλαμβάνει περισσότερες από 150 διαφορετικές πρωτεΐνες, που λειτουργούν ως 
μεταγραφικοί παράγοντες [(Evans, 1988); (Olefsky, 2001)].
Στις πλείστες των περιπτώσεων, οι συγκεκριμένοι μεταγραφικοί παράγοντες 
ενεργοποιούνται από προσδέτες και μεταξύ άλλων, έχουν ενεργό ρόλο και στην 
αναδιάταξη της χρωματίνης. Μπορούν να λειτουργούν είτε μόνοι τους είτε σε 
συνεργασία με μόρια συνενεργοποιητές και συγκαταστολείς, με αποτέλεσμα την 
ενεργοποίηση ή την καταστολή της έκφρασης γονιδίων, αντίστοιχα. Επιπλέον, 
υπάρχουν και πυρηνικοί υποδοχείς, των οποίων η μεταγραφική ενεργότητα δεν είναι 
προσδετο-εξαρτώμενη, αλλά ρυθμίζεται μετα-μεταφραστικά μέσω φωσφορυλίωσης ή 
ακετυλίωσης ή μέσω πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων με άλλους πυρηνικούς 
υποδοχείς [(Mangelsdorf and Evans, 1995); (Hermanson et al, 2002)].
Η μελέτη τους είναι ιδιαίτερα σημαντική, καθώς διαδραματίζουν σημαντικό 
ρόλο στη ρύθμιση διάφορων βιολογικών λειτουργιών όπως η ανάπτυξη, η 
διαφοροποίηση, η αναπαραγωγή, ο μεταβολισμός και η ομοιόσταση [(Beato et al., 
1995); (Kastner et al., 1995); (Chambon, 1996); (Aranda and Pascual, 2001); 
(Giguere, 1999)].
Στους NRs συγκαταλέγονται οι υποδοχείς των ορμονών του θυρεοειδούς, των 
στεροειδών ορμονών, των ρετινοειδών και της βιταμίνης D, καθώς επίσης και 
διάφοροι "ορφανοί" υποδοχείς [Aranda and Pascual, 2001]. Ο υποδοχέας των 
γλυκοκορτικοειδών είναι ένας καλά μελετημένος πυρηνικός υποδοχέας και ανήκει 
στην υποοικογένεια των πυρηνικών υποδοχέων στεροειδών ορμονών.
1.4 Ο υποδοχέας των γλυκοκορτικοειδών
Τα γλυκοκορτικοειδή, είτε φυσικά είτε συνθετικά, ασκούν τις δράσεις τους 
μετά από πρόσδεση στον υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών, τον GR. Ο υποδοχέας 
των γλυκοκορτικοειδών (GR) ανήκει στην υπεροικογένεια των πυρηνικών υποδοχέων
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και έχει διττό ρόλο. Ο πρώτος είναι αυτός του μεταγραφικού παράγοντα, ο οποίος 
ενεργοποιείται κατόπιν πρόσδεσης των γλυκοκορτικοειδών, προσδένεται στα 
λεγόμενα στοιχεία απόκρισης στα γλυκοκορτικοειδή (GREs), τόσο στο πυρηνικό όσο 
και στο μεταγραφικό DNA, και ρυθμίζει τη γονιδιακή έκφραση. Ο δεύτερος ρόλος 
που του έχει αποδοθεί είναι αυτός του ρυθμιστή άλλων παραγόντων μεταγραφής 
[(Ortsater Η, 2012); (Mangelsdorf, 1995);(Psarra AM, 2011)].
1.4.1 Γονίδιο του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών
Ο ανθρώπινος υποδοχέας των γλυκοκορτικοειδών (hGR) αποτελεί προϊόν 
ενός μοναδικού γονιδίου, του NR3C1, το οποίο εδράζεται στο 5Ο χρωμόσωμα και 
συγκεκριμένα στην περιοχή 5q31-32 [(Kadmiel and Cidlowski, 2013); (Lu and 
Cidlowski, 2004)]. Το cDNA του κλωνοποιήθηκε το 1985 [(Gehring et al., 1985); 
(Hollenberg et al., 1985)] και μέχρι σήμερα έχει βρεθεί μόνο ένα γονίδιο για τον GR 
(Εικόνα 1.7).
--27
Exon1Α
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AGGAAG/intron
Εικόνα 1.7 Αναπαράσταση της δομής και της οργάνωσης του γονιδίου του GR [Από Breslin et al., 
2001].
Η ανάλυση της γενωμικής δομής του ανθρώπινου υποδοχέα των 
γλυκοκορτικοειδών αποκάλυψε την παρουσία 9 εξονίων, καλύπτοντας μια περιοχή 
110 kb. Τα 184 nts του εξονίου 1 αντιπροσωπεύουν αποκλειστικά την 5'- 
αμετάφραστη περιοχή (5'UTR) ενώ η περιοχή του γονιδίου που κωδικοποιεί την 
πρωτεΐνη αντιστοιχεί στα εξόνια 2-9 [Kadmiel and Cidlowski, 2013]. Πιο 
συγκεκριμένα, το εξόνιο 2 (1197 bps) κωδικοποιεί το μεγαλύτερο μέρος του NH2- 
τελικού άκρου (NTD) του υποδοχέα, συμπεριλαμβανομένης της ιδιοσύστατης AF-1 
περιοχής που χρησιμεύει για trans-ενεργοποίηση.
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Τα δύο μοτίβα δακτύλων ψευδαργύρου που εμπλέκονται στην πρόσδεση του 
υποδοχέα στο DNA κωδικοποιούνται χωριστά από το εξόνιο 3 (167 bps) και το 
εξόνιο 4 (117 bps). Πέντε εξόνια (εξόνια 5, 6, 7, 8, 9α ή 9β) μαζί κωδικοποιούν την 
περιοχή άρθρωσης (HR), την περιοχή δέσμευσης του προσδέματος (LBD) και την 
προσδετο-εξαρτώμενη περιοχή AF-2, καθώς επίσης και την 3 '-αμετάφραστη περιοχή 
(3'UTR) [Oakley and Cidlowski, 2013].
Η ανάλυση των υποκινητών του γονιδίου του GR αποκάλυψε μία σαφή έλλειψη ενός 
πλαισίου TATA και την παρουσία ενός μοτίβου CCAAT στην 5'-πλευρική περιοχή. 
Παράλληλα, έχουν προσδιοριστεί πολλαπλά GC πλαίσια, AP-1, AP-2, Sp1, στοιχεία 
αποκρινόμενα στο c-AMP (CRE), YinYang1 (YY1), NF-κB και διάφορες ιστο­
ειδικές περιοχές σύνδεσης μεταγραφικών παραγόντων. Επομένως, επιβεβαιώνεται η 
άποψη ότι ο GR εκφράζεται μεν σταθερά σε κάθε κυτταρικό τύπο, αλλά με ένα ιστο­
ειδικό πρότυπο.
1.4.2 Δομή της πρωτεΐ νης του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών
Ο GR είναι μία αρθρωτή πρωτεΐνη, η οποία όπως και κάθε μέλος της 
υπεροικογένειας των πυρηνικών υποδοχέων, αποτελείται από τρεις κύριες περιοχές 
(Εικόνα 1.8): μία N-τελική δομική περιοχή trans-ενεργοποίησης (N-terminal 
transactivation domain, NTD), μία κεντρική δομική περιοχή πρόσδεσης στο DNA 
(DNA-binding domain, DBD) και μία C-τελική δομική περιοχή δέσμευσης του 
προσδέτη (ligand-binding domain, LBD) [Kumar and Thompson, 2005]. Μία 
εύκαμπτη περιοχή του μορίου, αποκαλούμενη ως περιοχή «άρθρωσης» (hinge region, 
HR), διαχωρίζει τις πρωτεϊνικές επικράτειες DBD και LBD.
Εικόνα 1.8 Η δομή της πρωτεΐνης του ανθρώπινου GR (hGR). Ο hGR είναι μία πρωτεΐνη 
αποτελούμενη από τις εξής διακριτές περιοχές: ένα αμινοτελικό άκρο (NTD), μία περιοχή πρόσδεσης
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στο DNA (DBD), την περιοχή άρθρωσης (HR) και μία πρωτεϊνική επικράτεια σύνδεσης του προσδέτη 
(LBD). Επισημαίνονται, επίσης, οι περιοχές που σχετίζονται με τη μεταγραφική ενεργότητα (AF1 και 
AF2), καθώς και οι περιοχές που σχετίζονται με το διμερισμό, τον πυρηνικό εντοπισμό και τη 
δέσμευση της πρωτεΐνης συνοδού HSP90. Ακόμα, απεικονίζονται τα κατάλοιπα των αμινοξέων που 
υπόκεινται σε μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις. Οι αριθμοί των θέσεων αναφέρονται στην 
πρωτεϊνική αλληλουχία του ανθρώπινου GR. [Από Oakley and Cidlowski, 2013].
Στο αμινοτελικό άκρο του υποδοχέα, στην NTD περιοχή, εμπεριέχεται η 
ανεξάρτητη από ορμόνη μεταγραφική λειτουργία ενεργοποίησης-1 (AF-1), η οποία 
σε πολλές περιπτώσεις δρα συνεργικά με την εξαρτώμενη από τον υποκαταστάτη AF- 
2 που βρίσκεται στην LBD. Η περιοχή αυτή αλληλεπιδρά με συν-ρυθμιστές και το 
βασικό μηχανισμό μεταγραφής ενώ περιέχει αρκετές θέσεις φωσφορυλίωσης και 
είναι ο στόχος ποικίλων κινασών σηματοδότησης, όπως είναι οι κυκλινο- 
εξαρτώμενες κινάσες (Cdk).
Η περιοχή DBD, που εντοπίζεται κεντρικά του υποδοχέα, είναι η πιο 
συντηρημένη περιοχή της υπεροικογένειας των πυρηνικών υποδοχέων και διαθέτει 
δύο μοτίβα δακτύλων ψευδαργύρου, τα οποία αναγνωρίζουν και δένουν σε DNA 
αλληλουχίες-στόχους, τα λεγόμενα στοιχεία απόκρισης στα γλυκοκορτικοειδή 
(glucocorticoid-responsive elements, GREs), αλληλεπιδρώντας με τη μεγάλη αύλακα 
της διπλής έλικας του DNA. Επιπλέον, στην κεντρική περιοχή βρίσκεται η περιοχή 
διμερισμού, η οποία σχηματίζει μία έλικα που αντιδρά με την αντίστοιχη περιοχή σε 
έναν ταυτόσημο υποδοχέα προκειμένου να επέλθει διμερισμός ενώστο μεταίχμιο της 
σύνδεσης των περιοχών DBD/hinge region βρίσκεται το πρώτο σήμα πυρηνικής 
τοποθέτησης (nuclear localization signal 1, NL1).
Η LBD στο καρβοξυτελικό άκρο του υποδοχέα ξεκινά με την περιοχή 
αλληλεπίδρασης με τις πρωτεΐνες θερμικού σοκ (heat-shock proteins, HSP) και 
τελειώνει με μία δεύτερη λειτουργία ενεργοποίησης AF-2, η οποία αλληλεπιδρά με 
συν-ρυθμιστές κατά ένα προσδετο-εξαρτώμενο τρόπο, καθώς αλλάζει στην ενεργή 
του διαμόρφωση μετά τη δέσμευση του προσδέματος [Kleiman and Tuckermann, 
2007]. Επιπλέον, η LBD αποτελείται από 12 α-έλικες και τέσσερα β-πτυχωτά φύλλα, 
δημιουργώντας ένα υδροφοβικό θυλάκιο για τη δέσμευση των γλυκοκορτικοειδών. Η 
περιοχή αυτή περιέχει, επίσης, αλληλουχίες διμερισμού και το δεύτερο σήμα 
πυρηνικής μετατόπισης του υποδοχέα (NL2) [(Bledsoe et al, 2002); (Oakley and 
Cidlowski, 2013)].
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1.4.3 Ισομορφές του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών
Οι περισσότερες λειτουργίες των γλυκοκορτικοειδών ορμονών 
πραγματοποιούνται μέσω της αλληλεπίδρασής τους με τον υποδοχέα των 
γλυκοκορτικοειδών. Η μεταγραφή του hGR βρίσκεται υπό τον έλεγχο τριών 
υποκινητών, πάνω στους οποίους εντοπίζονται θέσεις πρόσδεσης ποικίλων 
μεταγραφικών παραγόντων. Το γονίδιο του GR κωδικοποιεί πρωταρχικά μία 
πρωτεΐνη μήκους 777 aa, ωστόσο είναι δυνατό να προκύπτουν λειτουργικά διακριτοί 
υπότυποι του GR, λόγω εναλλακτικού ματίσματος του αρχικού μεταγράφου ή 
εξαιτίας εναλλακτικής έναρξης της μετάφρασης του ώριμου mRNA. Επιπλέον, οι 
διάφορες ισομορφές του υποδοχέα μπορούν να επιδέχονται με τη σειρά τους ποικίλες 
μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις, οι οποίες ρυθμίζουν περαιτέρω την ενεργότητα 
των υποδοχέων. Μέχρι σήμερα έχουν κλωνοποιηθεί δύο κύριοι υποδοχείς που 
δεσμεύουν κορτικοστεροειδή με υψηλή συγγένεια: ο MR ή ο τύπου I υποδοχέας 
κορτικοστεροειδών και ο GR ή ο τύπου II υποδοχέας κορτικοστεροειδών [(Reul and 
deKloet, 1985); (Edwards et a l, 1988); (Seckl and Walker, 2001)]. Στον τύπου II 
έχουν εντοπιστεί δύο κύριες ισομορφές, οι α και β, εκ των οποίων μονάχα ο GRα έχει 
γενωμική δράση, ενώ ο GRβ πιθανολογείται να ασκεί ανταγωνιστική δράση στον 
GRα μέσω της δημιουργίας ετεροδιμερών με τον GRα.
Το πρότυπο έκφρασης του GR δείχνει ότι ο υποδοχέας διανέμεται ευρέως σε 
όλα τα όργανα, αλλά είναι πιο επικρατής στο ήπαρ, στο νευρικό σύστημα και στους 
μυϊκούς ιστούς. Βέβαια, ανεξάρτητα από την ευρεία έκφραση του GR, η κυτταρική 
απόκριση στα γλυκοκορτικοειδή είναι πολυσύνθετη και εξαρτάται από πολλούς 
παράγοντες [Bamberger et al, 1996].
Η ικανότητα του κυττάρου να δημιουργεί τόσες πολλές ισομορφές του GR, με 
την καθεμία να ελέγχει κατά εξειδικευμένο τρόπο διαφορετικές ομάδες γονιδίων 
ή/και να ρυθμίζει διαφορετικά κοινές ομάδες γονιδίων, προσδίδει τεράστιο δυναμικό 
για ποικίλη σηματοδότηση. Επιπλέον, η δυνατότητα των ισομορφών αυτών να 
ετεροδιμερίζονται μεταξύ τους και να επικοινωνούν με άλλα σηματοδοτικά μόρια 
συνεισφέρει περαιτέρω στις ιστο- και κυτταρο-ειδικές δράσεις των 
γλυκοκορτικοειδών.
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1.4.3.1 Ισομορφές του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών που προκύπτουν 
από εναλλακτικό μάτισμα
Όπως αναφέρθηκε και στην παράγραφο 1.4.1, το ανθρώπινο γονίδιο του GR 
εντοπίζεται στο 5Ο χρωμόσωμα και συγκεκριμένα στην περιοχή 5q31—32 και 
αποτελείται από 9 εξόνια. Εναλλακτικό μάτισμα στο 9Ο και τελευταίο εξόνιο, κοντά 
στο τέλος του πρωτογενούς μεταγράφου του hGR, οδηγεί στο σχηματισμό των δύο 
κύριων ισομορφών του υποδοχέα, των α (hGRα) και β (hGRβ) [(Bamberger et al., 
1995); (Oakley et al., 1996)] (Εικόνα 1.9). Αυτές είναι πανομοιότυπες μέχρι το 727Ο 
αμινοξύ, όμως στη συνέχεια διαφοροποιούνται στο καρβοξυτελικό τους άκρο, με την 
α ισομορφή να αποκτά 50 επιπλέον αμινοξέα (ΜΒhGRα=97kDa) και την β ισομορφή 
να αποκτά 15 πρόσθετα, μη ομόλογα αμινοξέα (ΜΒhGRβ=94kDa) [Oakley and 
Cidlowski, 2013].
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Εικόνα 1.9 Ισομορφές του GR^ o προκύπτουν από εναλλακτικό μάτισμα.
Το κύριο μετάγραφο του ανθρώπινου GR αποτελείται από συνολικά 9 εξόνια, με το εξόνιο 2 να 
κωδικοποιεί τις αμινοτελικές περιοχές (NTD), τα εξόνια 3 και 4 να κωδικοποιούν την περιοχή 
πρόσδεσης στο DNA (DBD) και τα εξόνια 5-9 να κωδικοποιούν την περιοχή άρθρωσης (H) και την 
περιοχή σύνδεσης προσδέτη (LBD).
Η κλασσική πρωτεΐνη GRα προκύπτει από το μάτισμα του εξονίου 8 στην αρχή του εξονίου 9.
Ο GRβπροκύπτει απόεναλλακτικό μάτισμα, όπου το τελικό τμήμα του εξονίου 8 συρράπτεται με 
καθοδικές αλληλουχίες του εξονίου 9 και έτσι προκύπτει ένα εναλλακτικό μετάγραφο που διαθέτει μια 
μοναδική περιοχή 15 αμινοξέων στο C-τελικό του άκρο (θέσεις 728-742).
Οι ειδικές αλληλουχίες για τον GR^ (αμινοξέα 726-777) κωδικοποιούν για τις έλικες 11 και 12 του 
LBD, μία κρίσιμη περιοχή όχι μόνο για τη δέσμευση γλυκοκορτικοειδών, αλλά και για τη 
στρατολόγηση συν-ρυθμιστών στην περιοχή AF2.
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Ο GRy προκύπτει από εναλλακτικό μάτισμα στην αλληλουχία του εσωνίου που διαχωρίζει τα εξόνια 3 
και 4, έχοντας ως αποτέλεσμα τη δημιουργία μίας πρωτεΐνης που χαρακτηρίζεται από μια ένθεση 
αμινοξέος αργινίνης (Arg452) ανάμεσα στους δύο δάκτυλους ψευδαργύρου της περιοχής DBD.
Ο GR-Α παράγεται από ένα εναλλακτικό μάτισμα που συρράπτει το εξόνιο 4 με το εξόνιο 8, 
διαγράφοντας περίπου 185 αμινοξέα της περιοχής LBD (Ala490-Ser674) που κωδικοποιοούνται από 
τα εξόνια 5-7.
ΟGR-Pπροκύπτει μετά από ένα μη επιτυχημένο μάτισμα του εξονίου 7 στο εξόνιο 8. Οι ιντρονικές 
αλληλουχίες που παραμένουν εισαγάγουν ένα κωδικόνιο τερματισμού, οδηγώντας στο σχηματισμό 
ενός μεταλλαγμένου υποδοχέα που του υπολείπεται το ακραίο μισό της περιοχής LBD.
[Από Oakley and Cidlowski, 2011].
1.4.3.1.1 Η κύρια ισομορφή του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών: GRa
Η GRα είναι η επικρατούσα μορφή του GR, αφού είναι η ισομορφή εκείνη 
που συνδέεται με τα γλυκοκορτικοειδή στο διαλυτό κυτταρόπλασμα, μετατοπίζεται 
στον πυρήνα, όπου στρατολογεί διάφορους συμπαράγοντες, και τελικά ασκεί τη 
δράση της. Προέρχεται από την ένωση του τελικού άκρου του εξονίου 8 με την αρχή 
του εξονίου 9. Ο GRα είναι πανομοιότυπος με τον GRβ στα πρώτα 727 αμινοξέα, ενώ 
στο καρβοξυτελικό του άκρο περιλαμβάνει 50 επιπλέον αμινοξέα, γεγονός που τον 
διαφοροποιεί από τον GRβ [Oakley and Cidlowski, 2013].
Bιοχημικές μελέτες που πραγματοποιήθηκαν στα μέσα της δεκαετίας του '80 
έδειξαν ότι ο GR^ όπως και οι περισσότεροι NRs, είναι οργανωμένος σεδομικές 
μονάδες και αποτελείται από τρεις κύριες δομικές περιοχές [(Giguere et al., 1986); 
(Carlstedt-Duke et al., 1987); (Rusconi and Yamamoto, 1987)]. Κάθε μία από αυτές 
τις περιοχές εκτελεί μια ξεχωριστή λειτουργία σχετικά με τη ρύθμιση της μεταγωγής 
σημάτων και σε ό,τι αφορά τις μεταγραφικές δραστηριότητες του GRα.
Η ΝΗ2-τελική περιοχή του GR^ όπως και όλων των GRs, διαθέτει τη 
λειτουργία ενεργοποίησης-1 (AF-1) (κατά προσέγγιση τα αμινοξέα 1-417), 
δραστηριότητα που διέπει ένα συστατικό μεταγραφικό ρόλο και αποτελεί στόχο 
διάφορων πρωτεϊνών αλληλεπίδρασης και κινασών [Hittelman et al., 1999].
Τα αμινοξέα 418-487 αποτελούν την DNAπροσδένουσα περιοχή (DBD) του 
GRα. Η κρυσταλλογραφική ανάλυση αυτής της περιοχής έδειξε ότι αναδιπλώνεται σε 
μια διαμόρφωση τύπου δακτύλων ψευδαργύρου που χρησιμεύει στην άμεση 
ηλεκτροστατική αλληλεπίδραση με το DNA [Luisi et al., 1991]. Επιπλέον, 
διαμορφώνεται μια καλά καθορισμένη μεσόφαση διμερούς, δεδομένου ότι δύο 
υπομονάδες DBD δεσμεύουν την έλικα του DNA στις παρακείμενες μείζονες 
αύλακες.
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Μετά από μια σύντομη έκταση της ακολουθίας (κατά προσέγγιση τα αμινοξέα 
488-520) γνωστή ως περιοχή “άρθρωσης”, το C-τελικό άκρο του ΘΚα (αμινοξέα 521­
777) περιέχει μία αναδιπλωμένη μονάδα που ενέχει την ικανότητα να δεσμεύει τα 
προσδενόμενα μόρια. Αυτή η περιοχή αναφέρεται ως περιοχή δέσμευσης του 
προσδέτη (LBD).
Εκτός από τα προκείμενα τρία σημαντικά δομικά μοτίβα, προσδιορίζονται 
επίσης τα πυρηνικά σήματα εντοπισμού NLS, τα οποία εγκλείονται στις δύο περιοχές 
DBD m ^B D .
Εικόνα 1.10 Δομή της ισομορφής α του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών (GRn) [Από 
Gruver-Yates and Cidlowski, 2013].
1.4.3.1.2 Ο GRp ως προϊόν εναλλακτικού ματίσματος
O GRβ προκύπτει ως προϊόν εναλλακτικού ματίσματος, με το τελικό άκρο του 
εξονίου 8 να ενώνεται με αλληλουχίες καθοδικά του εξονίου 9. Η πρωτεΐνη του GR-β 
είναι πανομοιότυπη με την πρωτεΐνη του GRα στα πρώτα 727 αμινοξέα, ενώ 
διαφοροποιείται στο καρβοξυτελικό της άκρο κατά μία πρόσθετη, μη ομόλογη 
αλληλουχία 15 αμινοξέων [Oakley and Cidlowski, 2013].
Η καρβοξυτελική αυτή αλληλουχία καθιστά μοναδικό τον GRβ, 
προσδίδοντας, έτσι, στην ισομορφή αυτή διάφορες διακριτές ιδιότητες. Πιο 
συγκεκριμένα, ο GRβ δεν έχει ικανότητα δέσμευσης γλυκοκορτικοειδών, είναι 
σταθερά τοποθετημένος στο εσωτερικό του πυρήνα των κυττάρων και είναι 
μεταγραφικά μη ενεργός, καθώς δεν δύναται να ρυθμίζει άμεσα τα γονίδια αναφοράς 
που αποκρίνονται στα γλυκοκορτικοειδή [(Kino et al, 2009); (Lewis-Tuffin and 
Cidlowski, 2006)]. Σε τυχόν συνέκφρασή τουμε τον GR^ το εναλλακτικό μετάγραφο 
του GRβ λειτουργεί ως φυσικός αναστολέας του GR^ καθώς παρατηρείται αρνητική 
επίδραση στην μεταγραφική ενεργότητα του GR^ τόσο στα γονίδια που ρυθμίζονται 
θετικά όσο και σε αυτά που ρυθμίζονται αρνητικά από τα γλυκοκορτικοειδή. 
Πολλαπλοί μηχανισμοί, συμπεριλαμβανομένου του συναγωνισμού για πρόσδεση στα
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GREs, του συναγωνισμού για μεταγραφικούς συν-ρυθμιστές και του σχηματισμού 
ανενεργών GRα/GRβ ετεροδιμερών, έχουν προταθεί για να εξηγήσουν την 
ανταγωνιστική δράση που παρατηρείται.
Επιπλέον, η ικανότητα του GRβ να αναστέλλει τη μεταγραφική ενεργότητα 
του GRα υποδεικνύει ότι τυχόν μεταβολές στα επίπεδα έκφρασης των εναλλακτικών 
μεταγράφων θα μπορούσαν να ρυθμίσουν την κυτταρική ευαισθησία στα 
γλυκοκορτικοειδή. Ο GRβ εκφράζεται ευρέως σε πολλά κύτταρα και ιστούς, όπως 
και ο GRα, αλλά σε γενικές γραμμές βρίσκεται σε πολύ χαμηλότερα επίπεδα από ότι 
ο GRα. Ωστόσο, σε συγκεκριμένους κυτταρικούς τύπους, όπως τα ουδετερόφιλα και 
μερικά επιθηλιακά κύτταρα, ο GRβ βρίσκεται σε περίσσεια.
Τυχόν έκθεση, επομένως, των κυττάρων σε προφλεγμονώδεις κυτοκίνες και 
άλλους ανοσολογικούς ενεργοποιητές μπορεί να αυξήσει με επιλεγμένο τρόπο την 
έκφραση του GRβ, οδηγώντας σε αντίσταση στα γλυκοκορτικοειδή [(Hauk et al., 
2000); (Tliba et al., 2006); (Webster et al., 2001)]. Μερικοί ασθενείς με ανθεκτικές 
στα γλυκοκορτικοειδή φλεγμονώδεις ασθένειες, όπως διάφορες μορφές άσθματος, 
ρευματοειδή αρθρίτιδα, ελκώδη κολίτιδα, ρινικό πολύποδα, συστημικό ερυθηματώδη 
λύκο, σήψη, οξεία λεμφοβλαστική λευχαιμία και χρόνια λεμφοκυστική λευχαιμία, 
παρουσιάζουν αυξημένα επίπεδα GRβ [Lewis-Tuffin and Cidlowski, 2006].
Επιπρόσθετα, ένας συχνά απαντώμενος πολυμορφισμός στην 3 '-αμετάφραστη 
περιοχή του mRNA του GRβ, ο A3669G, μπορεί να οδηγήσει σε αυξημένη έκφραση 
του GRβ [(Derijk et al., 2001); (Schaaf and Cidlowski, 2002)]. Ο πολυμορφισμός 
αυτός διακόπτει ένα μοτίβο αποσταθεροποίησης (AUUUA) στο mRNA, συντελώντας 
σε παράταση του χρόνου ημιζωής του mRNA του GRβ. Οι φορείς του A3669G 
πολυμορφισμού παρουσιάζουν αυξημένο κίνδυνο εμφάνισης διάφορων παθολογιών 
με γνωστό φλεγμονώδες υπόβαθρο, όπως αυτοάνοσες παθήσεις, έμφραγμα του 
μυοκαρδίου, στεφανιαία νόσο και καρδιακή ανεπάρκεια [(Geelhoed et al., 2011); 
(Otte et al., 2010); (van den Akker EL et al., 2008)]. Επομένως, τα στοιχεία αυτά 
υποδεικνύουν ότι η αύξηση των επιπέδων έκφρασης του GRβ σε άτομα που φέρουν 
το συγκεκριμένο πολυμορφισμό, μπορεί να μετριάσει σημαντικά τις 
ανοσοκατασταλτικές και αντι-φλεγμονώδεις δράσεις του GR-α. Αντίθετα, παράγοντες 
που αυξάνουν την έκφραση του GRα έναντι του GRβ, ευαισθητοποιούν τα κύτταρα 
στη δράση των γλυκοκορτικοειδών [Goecke et al., 2007].
Ένας ευρύτερος ρόλος για τον GRβ στην κυτταρική σηματοδότηση και 
φυσιολογία προέκυψε τα τελευταία χρόνια. Αναλύσεις γονιδιακής έκφρασης ευρείας
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κλίμακας έδειξαν ότι ο GR-β μπορεί να επάγει και να καταστείλει άμεσα την έκφραση 
ενός μεγάλου αριθμού γονιδίων, ανεξάρτητα από τη δράση του μέσω αναστολής του 
GR^ αποδεικνύοντας με αυτό τον τρόπο την ανεξάρτητη δράση της δεύτερης 
ισομορφής σε σχέση με την πρώτη [(Kino et al., 2009); (Lewis-Tuffin et al., 2007)]. 
Η ικανότητα του GRβ να επάγει σταθερά την αποακετυλίωση των ιστονών μπορεί να 
εξηγήσει εν μέρει την ανασταλτική του δράση έναντι συγκεκριμένων γονιδίων 
[(Kelly et al., 2008); (Kim et al., 2009)]. Επιπλέον, αξίζει να αναφερθεί πως παρόλο 
που δεν έχει παρατηρηθεί ικανότητα δέσμευσης γλυκοκορτικοειδών στον GRβ, 
πιθανολογείται πως ο συνθετικός ανταγωνιστής των γλυκοκορτικοειδών RU-486 
(μιφεπριστόνη) δεσμεύεται στον GRβ και ρυθμίζει την μεταγραφική του ενεργότητα, 
και πιο συγκεκριμένα αποσιωπά την ενεργότητά του σε αρκετά από τα υπό ρύθμιση 
γονίδια [Lewis-Tuffin et al., 2007], γεγονός που παρατηρείται ανεξάρτητα από την 
παρουσία ή μη του GRα.Αθροιστικά, όλα τα παραπάνω δεδομένα υποδηλώνουν πως 
ο GRβ έχει μια ουσιαστική ρυθμιστική λειτουργικότητα ως μεταγραφικός 
παράγοντας και πιθανόν συμβάλλει σε μεταβολές στη σηματοδότηση των 
γλυκοκορτικοειδών, οι οποίες είναι ανεξάρτητες του ανταγωνισμού του με τον GRα.
Glucocorticoid Receptor Beta
Εικόνα 1.11 Δομή της ισομορφής β του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών (GRP) [Από 
Gruver-Yates and Cidlowski, 2013].
1.4.3.1.3 Ο GRy ως προϊόν εναλλακτικού ματίσματος
Επιπλέον ισομορφές του GRμπορούν να προκόψουν από εναλλακτικό 
μάτισμα και να επηρεάσουν τη σηματοδότηση από τα γλυκοκορτικοειδή. Μία από 
αυτές τις ισομορφές είναι ο GRγ, ο οποίος προέρχεται από τη χρήση μιας θέσης 
εναλλακτικού ματίσματος στο ιντρόνιο που διαχωρίζει τα εξόνια 3 και 4 και διαθέτει 
μία προσθήκη ενός μοναδικού αμινοξέος Arg μεταξύ των δύο δάκτυλων 
ψευδαργύρου (zf) της δομικής περιοχής DBD [Ray et al., 1996]. Αυτή η ευρέως 
εκφρασμένη ισομορφή προσδένεται στα γλυκοκορτικοειδή και το DNAμε παρόμοιο
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τρόπο με τον GRa, αλλά δεν διαθέτει ικανότητα ρύθμισης γονιδίων που αποκρίνονται 
στα γλυκοκορτικοειδή και επομένως παρουσιάζει ένα μεταγραφικό προφίλ που 
διαφέρει από τον GRa [(Ray et al., 1996); (Meijsing et al., 2009)]. Η έκφραση του 
GRγ σχετίζεται με την ανθεκτικότητα στα γλυκοκορτικοειδή σε ασθενείς με καρκίνο 
του πνεύμονα και κορτικοτροφικά αδενώματα και παιδιά με οξεία λεμφοβλαστική 
λευχαιμία [(Ray et al., 1996); (Beger et al., 2003); (Rivers et al., 1999)].
1.4.3.1.4 Οι GR-A και GR-P ως προϊόντα εναλλακτικού ματίσματος
Σε κύτταρα πολλαπλών μυελωμάτων ανθεκτικά στα γλυκοκορτικοειδή 
ανακαλύφθηκαν δύο πρωτεΐνες, οι GR-A και GR-P, που ήταν το αποτέλεσμα 
εναλλακτικού ματίσματος του αρχικού μεταγράφου του GR. Ωστόσο, οι πρωτεΐνες 
αυτές δεν προσδένουν ορμόνες καθώς τους υπολείπονται μεγάλες περιοχές των LBDs 
[Moalli et al., 1993]. Η GR-Α ισομορφή προέρχεται από εναλλακτικό μάτισμα που 
συνδέει το τέλος του εξονίου 4 με την αρχή του εξονίου 8 και έτσι υπολείπεται της 
μισής αμινοτελικής περιοχής της LBD, που κωδικοποιείται από τα εξόνια 5-7. Η 
ισομορφή GR-P υπολείπεται των εξονίων 8 και 9, τα οποία κωδικοποιούν τη μισή 
καρβοξυτελική περιοχή της LBD. Αν και λίγα είναι γνωστά για τον GR-Α, ο GR-P 
έχει εντοπιστεί σε αρκετούς ιστούς και φαίνεται να είναι η επικρατέστερη 
εναλλακτική μορφή υποδοχέα σε αρκετά καρκινικά κύτταρα που εμφανίζουν 
ανθεκτικότητα στα γλυκοκορτικοειδή [(deLange et al., 2001); (Gaitan et al., 1995); 
(Krett et al., 1995)]. Ανάλογα με τον κυτταρικό τύπο, ο GR-P φάνηκε είτε να 
αναστέλλει είτε να διεγείρει τη μεταγραφική ενεργότητα του GRα σε γονίδια που 
αποκρίνονται στα γλυκοκορτικοειδή [deLange et al., 2001].
1.4.3.2 Ισομορφές του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών που προκύπτουν 
από εναλλακτική θέση έναρξης της μετάφρασης
Πέρα από την ύπαρξη διακριτών ισομορφών GR που προκύπτουν από 
εναλλακτικό μάτισμα, είναι επίσης δυνατόν να απαραχθούν διαφορετικές μορφές της 
πρωτεΐνης του υποδοχέα από εναλλακτική έναρξη της μετάφρασης του mRNA
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ενόςσυγκεκριμένου υποτύπου GR [(Lu and Cidlowski, 2005); (Yudt and Cidlowski, 
2001); (Smith and Cidlowski, 2010)].
Η στοίχιση των πρωτεϊνικών ακολουθιών των GRs από άνθρωπο, μαϊμού, 
αρουραίο και ποντικό ανέδειξε 8 συντηρημένα εσωτερικά κωδικόνια έναρξης AUG, 
τα οποία προέρχονται από το εξόνιο 2 του γονιδίου GR και έγινε φανερό πως από 
αυτά μπορούν να προκύψουν 8 GRα υπότυποι με προοδευτικά βραχύτερα 
αμινοτελικά άκρα, δηλαδή οι NTDs τους να έχουν υποστεί κοπή (GRα-A, GRα-B, 
GRα-C1, GRα-C2, GRα-C3, GR^D1, GRα-D2, and GRα-D3) [(Lu and Cidlowski, 
2005); (Yudt et al., 2003)] (Εικόνα 1.12). Κάθε ένα από τα υπόλοιπα προϊόντα 
ματίσματος του GR (GRβ, GRγ, GR-A, and GR-P) αναμένεται, επίσης, να δίνει 
γένεση σε μεταφραστικές ισομορφές που έχουν συμπληρωματική δράση.
Εικόνα1.12 Απεικόνιση των ισομορφών του ανθρώπινου GRn που δημιουργούνται από εναλλακτικές 
θέσεις έναρξης της μετάφρασης καθώς και των εν δυνάμει θέσεων μετα-μεταφραστικής τροποποίησης. 
Η έναρξη της μετάφρασης από 8 διαφορετικά κωδικόνια έναρξης της μετάφρασης (AUG) στο 
μοναδικό mRNAτου GRα δημιουργεί ισομορφές του υποδοχέα με προοδευτικά βραχύτερα 
αμινοτελικά άκρα (NTDs).
Οι κατά προσέγγιση τοποθεσίες των κωδικονίων έναρξης AUG στις αλληλουχίες του εξονίου 2 του 
mRNA του GRα σημειώνονται με αστερίσκους.
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Σημειώνονται, επίσης, οι εναρκτήριες μεθειονίνες (Met), η περιοχή AF1 (αμινοξέα 77-262) και οι 
θέσεις μετα-μεταφραστικής τροποποιήσης (Ρ=φωσφορυλίωση, 8=8ϋΜΘ-λίωση, ϋ=ουβικιτινιλίωση 
και Α=Ακετυλίωση). ϋΤΚ=αμετάφραστη περιοχή [Από Oakley and Cidlowski, 2011].
Ο GRα-A είναι ο κλασσικός ανθρώπινος υποδοχέας μήκους 777 aa που 
προκύπτει από το πρώτο κωδικόνιο έναρξης. Όλες οι GRα ισομορφές διέπονται από 
παρόμοια ικανότητα δέσμευσης για GCs και αλληλεπίδρασης με GREs.
Η σημαντικότερη, ωστόσο, διαφορά των ισομορφών του GR έγκειται στα 
προφίλ των γονιδίων που ρυθμίζουν. Κάθε μεταφραστική ισομορφή του GRα 
διαθέτει ένα μοναδικό γενετικό αποτύπωμα, δίνοντας έτσι τη δυνατότητα 
προσδιορισμού της κυτταρικής απόκρισης στα γλυκοκορτικοειδή, βάσει των 
υποτύπων του υποδοχέα που εκφράζονται και των δράσεων αυτών. Ιδιαίτερο 
ενδιαφέρον προκαλεί το γεγονός ότι οι GRα-C ισομορφές είναι οι πλέον βιολογικά 
ενεργές, σε αντίθεση με τις GRα-D ισομορφές, οι οποίες είναι οι λιγότερο 
λειτουργικές [Wu et al., 2013]. Αυτό συμβαίνει επειδή, οι GRα-D ισομορφές 
βρίσκονται ιδιοσύστατα στον πυρήνα και δεσμεύονται σε ορισμένα μόνο GREs, που 
εντοπίζονται σε συγκεκριμένα γονίδια στόχους ενώ οι GRα-C ισομορφές 
εντοπίζονται στο κυτταρόπλασμα των κυττάρων απουσία ορμονών και 
μετατοπίζονται στον πυρήνα μετά την πρόσδεση των γλυκοκορτικοειδών. Αυτές οι 
λειτουργικές διαφορές διαφαίνονται και στην επαγώμενη από τα γλυκοκορτικοειδή 
απόπτωση [(Lu et al., 2007); (Wu et al., 2013); (Gross et al., 2011)]. Ειδικότερα, 
κύτταρα που εκφράζουν τις GRα-C ισομορφές ήταν τα πιο ευαίσθητα όσον αφορά τις 
επιδράσεις των γλυκοκορτικοειδών στην κυτταρική απόπτωση, σε αντίθεση με τα 
κύτταρα που εκφράζουν τις GRα-D ισομορφές και ήταν αυτά που παρουσίασαν τη 
μεγαλύτερη αντίσταση.
Επιπρόσθετα, οι ισομορφές του υποδοχέα παρουσιάζουν μια εκτεταμένη 
κατανομή στους ιστούς, αλλά τα σχετικά επίπεδά τους διαφέρουν τόσο στο 
εσωτερικό όσο και αναμεταξύ των ιστών [Lu and Cidlowski, 2005], όπως επίσης και 
στους διάφορους κυτταρικούς τύπους, παρά το γεγονός ότι οι GRα-A και GRα-B 
ισομορφές αποτελούν την πλειονότητα σε πολλούς κυτταρικούς τύπους. Μάλιστα, 
πρόσφατες μελέτες ανέδειξαν χρονο-εξαρτώμενες και σηματο-εξαρτώμενες αλλαγές 
στις κυτταρικές συμπληρωματικές δράσεις των μεταφραστικών ισομορφών του GRα 
αλλά και στη διαθεσιμότητά τους σε διάφορους ιστούς και κυτταρικούς τύπους 
[Wang et al., 2009].
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1.4.3.3 Ισομορφές του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών που προκύπτουν 
από μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις
Κάθε ξεχωριστή ισομορφή του GR υπόκειται σε διάφορες μετα- 
μεταφραστικές τροποποιήσεις που ρυθμίζουν περαιτέρω την ενεργότητα του 
υποδοχέα και επεκτείνουν το λειτουργικό απόθεμα των υποδοχέων που είναι ικανοί 
για σηματοδότηση μέσω γλυκοκορτικοειδών.
Η φωσφορυλίωση ήταν η πρώτη ομοιοπολική τροποποίηση του GR που 
ανακαλύφθηκε και αποτέλεσε το επίκεντρο αρκετών μελετών [(Beck et al., 2009); 
(Galliher-Beckley and Cidlowski, 2009); (Kumar and Calhoun, 2008)]. Τουλάχιστον 
7 αμινοξέα σερίνης (Ser-113,Ser-134,Ser-141, Ser-203, Ser-211, Ser-226 και Ser- 
404) είναι δυνατό να φωσφορυλιωθούν στον ανθρώπινο GR^ με τις θέσεις 
φωσφορυλίωσης να εντοπίζονται στην NTD του υποδοχέα και να είναι συντηρημένες 
τόσο στους ποντικούς όσο και στους επίμυες [(Wang et al., 2002); (Avenant et al., 
2010)]. Οι κύριες κινάσες που φωσφορυλιώνουν τον GRα είναι οι MAPKs, οι 
κυκλινο-εξαρτώμενες κινάσες, η κινάση της καζεΐνης 2 και η κινάση-3 της συνθάσης 
του γλυκογόνου (glycogen synthase kinase-3, GSK-3). Ορισμένες θέσεις 
παρουσιάζουν χαμηλά επίπεδα φωσφορυλίωσης και υπερ-φωσφορυλιώνονται μετά 
την πρόσδεση των γλυκοκορτικοειδών στους υποδοχείς [Wang et al., 2002]. Η 
φωσφορυλίωση του GRα μπορεί να έχει ποικίλες επιδράσεις, με σημαντικότερες την 
αλλαγή της μεταγραφικής ενεργότητας και της κυτταρικής κατανομής του υποδοχέα. 
Για παράδειγμα, φωσφορυλίωση του GRα στα κατάλοιπα Ser-203, Ser-226 ή Ser- 
404, οδηγεί στην παραμονή του υποδοχέα για λιγότερο χρόνο στον πυρήνα του 
κυττάρου, λόγω εντονότερης κυτταροπλασματικής κατακράτησης, ενισχυμένης 
πυρηνοκυτταροπλασματικής μεταφοράς ή εξαιτίας και των δύο. Επομένως, η 
φωσφορυλίωση του GRα σε κάποιες από τις παραπάνω θέσεις έχει ως αποτέλεσμα τη 
μειωμένη μεταγραφική ενεργότητα του υποδοχέα στα γονίδια-στόχους που 
αποκρίνονται στα γλυκοκορτικοειδή [(Wang et al., 2002); (Blind and Garabedian, 
2008); (Galliher-Beckley et al., 2008); (Itoh et al., 2002)].
Επιπλέον, ο GRα εξυπηρετεί ως υπόστρωμα για μια ποικιλία άλλων μετα- 
μεταφραστικών τροποποιήσεων. Ο υποδοχέας ουβικιτινιώνεται [Wang and DeFranco, 
2005] σε ένα συντηρημένο κατάλοιπο λυσίνης (Lys-419) που εδράζεται στο μοτίβο 
αποικοδόμησης PEST (αλληλουχίες πλούσιες στα αμινοξέα P, E, S, T) στο τέλος της 
περιοχής NTD και αυτή η τροποποίηση στοχεύει τον υποδοχέα για αποικοδόμηση
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από το πρωτεάσωμα [(Deroo et al., 2002); (Wallace and Cidlowski, 2001)]. 
Μεταλλάξεις στο συγκεκριμένο αμινοξύ λυσίνης εμποδίζει την προσδετο- 
εξαρτώμενη μειορρύθμιση του GRα και ενισχύει τη μεταγραφική του ενεργότητα σε 
γονίδια αναφοράς [Wallace and Cidlowski, 2001].
Ο GRα προσφέρεται, επίσης, ως υπόστρωμα για σουμουλίωση, όπου τα 
πεπτίδια SUMO (small ubiquitin-related modifier) προσαρτώνται ομοιοπολικά στον 
υποδοχέα σε συγκεκριμένα κατάλοιπα λυσίνης (Lys-277, Lys-293καιLys-703). Η 
προσθήκη των πεπτιδίων SUMO στον υποδοχέα πραγματοποιείται απουσία 
προσδέματος και αυξάνεται με την πρόσδεση των γλυκοκορτικοειδών ενώ ανάλογα 
με τη θέση σουμουλίωσης, η μεταγραφική ενεργότητα του GRα ενισχύεται ή 
καταστέλλεται, μέσω μεταβολών στην πρόσληψη συγκεκριμένων συν-ρυθμιστών. 
[(Iniguez-Lluhi and Pearce, 2000); (Druker et al., 2013); (Davies et al., 2008); 
(Holmstrom et al., 2003); (Holmstrom et al., 2008); (LeDrean et al., 2002); (Tian et 
al., 2002); (Lin et al., 2006)]. Επιπλέον, τελευταίες αναφορές έχουν αναδείξει ότι ο 
GRα ακετυλιώνεται στα αμινοξέα Lys-494 ravLys^S, τα οποία εντοπίζονται μέσα 
στην περιοχή «άρθρωσης», σε απόκριση στην πρόσδεση των γλυκοκορτικοειδών και 
αυτή του η τροποποίηση εξασθενίζει τον ανταγωνισμό του έναντι του NF-κΒ [Ito et 
al, 2006].
Συμπερασματικά, είναι ξεκάθαρο πως η λειτουργικότητα του GRα μπορεί να 
ρυθμιστεί από διάφορες μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις, εφοδιάζοντας τα 
κύτταρα με επιπρόσθετη ετερογένεια υποδοχέων για τον έλεγχο των αποκρίσεων στα 
γλυκοκορτικοειδή και τη σύνδεση των δράσεων του GRα με άλλα σηματοδοτικά 
μονοπάτια. Το ερώτημα, ωστόσο, σε ποιο βαθμό οι διάφορες ισομορφές 
(προερχόμενες είτε από εναλλακτικό μάτισμα είτε από εναλλακτική έναρξη της 
μετάφρασης) του GR υπόκεινται σε τέτοιες τροποποιήσεις και ρυθμίζονται περαιτέρω 
από αυτές, απομένει να διερευνηθεί.
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Παρακάτω, δίνεται η Εικόνα 1.13, όπου συνοψίζονται όλα όσα έχουν 
περιγραφεί παραπάνω.
Εικόνα 1.13 Θέση στο γονιδίωμα κι οργάνωση του ανθρώπινου υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών 
(hGR). Το γονίδιο του hGR εδράζεται στο χρωμόσωμα 5, στην περιοχή 5q31-32. (Α) Ο GR υφίσταται 
εναλλακτικό μάτισμα αποδίδοντας, έτσι, πλήθος διακριτών λειτουργικών υποτύπων. Ο GR περιέχει 9 
εξόνια, με τα εξόνια 2-9 να κωδικοποιούν την πρωτεΐνη. Το εξόνιο 1 κωδικοποιεί την 5’αμετάφραστη 
περιοχή (5 ’UTR). Εναλλακτικό μάτισμα του hGR δημιουργεί τις hGRα και hGRβ ισομορφές, οι οποίες 
διαφέρουν στα C-τελικά άκρα τους. (Β) Η ισομορφή hGRα μέσω εναλλακτικής θέσης έναρξης της 
μετάφρασης στο εξόνιο 2 οδηγεί στη δημιουργία 8 επιπλέον ισομορφώντου GR με περικομμένα Ν- 
τελικά άκρα (GRα-Α, GRα-Β, GRα-C1, GRα-C2, GRα-C3, GRα-D1, GRα-D2, και GRa-D3). Από τον 
hGRβ προκύπτουν, επίσης, 8 επιπλέον ισομορφές, όπως ακριβώς συμβαίνει και με τον hGRa (C) Ο 
GR είναι μία αρθρωτή πρωτεΐνη αποτελούμενη από διακριτές υπομονάδες. Περιέχει ένα Ν-τελικό 
άκρο διενεργοποίησης (NTD), μία κεντρική περιοχή σύνδεσης του DNA(DBD), μία C-τελική περιοχή 
σύνδεσης με προσδέτη (LBD) και μία εύκαμπτη περιοχή (hinge region-HR) που χωρίζει την DBD από 
την LBD. Η NTD έχει μια ισχυρή μεταγραφική λειτουργία ενεργοποίησης (AF1) που επιτρέπει την 
πρόσληψη συμπαραγόντων και της μεταγραφικής μηχανής. Τα γλυκοκορτικοειδή δεσμεύονται στον 
υδρόφοβο θύλακα της LBD, προκαλώντας την ενεργοποίηση της δεύτερης μεταγραφικής λειτουργίας 
ενεργοποίησης (AF2), που βρίσκεται στην ίδια την LBD, και τελικά την αλληλεπίδρασή της με
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διάφορους συμπαράγοντες. Η DBD/HR και η LBD περιέχουν η κάθε μια ένα σήμα πυρηνικού 
εντοπισμού που επιτρέπει τη μετατόπιση στον πυρήνα. (D) Ο GR υπόκειται σε πολλαπλές μετα- 
μεταφραστικές τροποποιήσεις, συμπεριλαμβανομένων της φωσφορυλίωσης (Ρ), της σουμοϋλίωσης με 
μικρές πρωτεΐνες -τροποποιητές που σχετίζονται με ουβικιτίνη (S), της ουβικιτινίωσης (U), και της 
ακετυλίωσης (Α) [Από Kadmiel and Cidlowski, 2013].
1.5 Μηχανισμοί δράσης του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών
Απουσία γλυκοκορτικοειδών, ο GR εντοπίζεται στο κυτταρόπλασμα των 
κυττάρων, αποτελώντας μέρος ενός μεγάλου πολυπρωτεϊνικού συμπλόκου, που 
περιλαμβάνει πρωτεΐνες μοριακές συνοδούς, όπως η Hsp90, η Hsp70, η Hsp40 και η 
συν-συνοδός p23, αλλά και ανοσοφιλίνες της οικογένειας FK506, όπως η FKBP51, η 
FKBP52 και το Cyp40 [(Kleiman and Tuckermann, 2007); (Pratt et al., 1996); (Grad 
and Picard, 2007); (Pratt and Toft, 1997)]. Οι πρωτεΐνες αυτές διατηρούν τον 
υποδοχέα σε μία μεταγραφικά ανενεργή διαμόρφωση, η οποία, όμως, ευνοεί την 
υψηλής συγγένειας δέσμευση του προσδέτη.
Η δέσμευση των γλυκοκορτικοειδών προκαλεί μία αλλαγή διαμόρφωσης στον 
GR, η οποία έχει ως αποτέλεσμα την αποδέσμευσή του από το πολυπρωτεϊνικό 
σύμπλοκο και την έκθεση των δύο σημάτων πυρηνικής τοποθέτησης (NL1 και NL2) 
και κατόπιν την είσοδό του εντός του πυρήνα διαμέσου των πυρηνικών πόρων, των 
ιμπορτινών, όπου και ασκεί την πλειονότητα των δράσεων του. Αυτός ο τύπος 
δράσης ονομάζεται γενωμικός, με σημαντικότερους μηχανισμούς την ενεργοποίηση 
(περιπτώσεις i, iii, iv) και καταστολή (περιπτώσεις ii, iii, iv) συγκεκριμένων 
γονιδίων-στόχων [Oakley and Cidlowski, 2013].
▼
Glucocorticoids
T
43
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 06:28:57 EET - 137.108.70.7
Εικόνα 1.14 Παρουσίαση των μηχανισμών δράσης των στεροειδών ορμονών μέσα από το 
παράδειγμα των γλυκοκορτικοειδών. Οι στεροειδείς ορμόνες, μέσω της πρόσδεσής τους σε συγγενείς 
υποδοχείς και της αλληλεπίδρασής τους με τα στοιχεία απόκρισης στην ορμόνη (Hormone Responsive 
Elements, HREs), μπορούν (a) να ενεργοποιήσουν ή (b) να καταστείλουν τη μεταγραφή του γονιδίου- 
στόχου. Μέσω της πρωτεϊνικής αλληλεπίδρασης του συμπλόκου ορμόνης-υποδοχέα με άλλους 
μεταγραφικούς παράγοντες,η ορμόνη μπορεί (c) να ενεργοποιήσει ή (d) να εμποδίσει τη μεταγραφή 
του γονιδίου-στόχου, στο οποίο προσδένεται ο αντίστοιχος μεταγραφικός παράγοντας. Η ορμόνη 
μπορεί, επίσης, να οδηγήσει σε ταχείες, μη γενωμικές επιδράσεις (e) με τις κλασικές μορφές του 
υποδοχέα, με υποδοχείς σε συνδυασμό μετη δράση G-πρωτεϊνών ή ακόμη μέσω άγνωστων μορίων και 
μηχανισμών μεταγωγής σήματος. Στα μιτοχόνδρια (f), το σύμπλοκο ορμόνης-υποδοχέα μέσω της 
αλληλεπίδρασης με το μιτοχονδριακό γονιδίωμα, μπορεί να ρυθμίζει τη μιτοχονδριακή μεταγραφή. 
GR: υποδοχέας των γλυκοκορτικοειδών, NF-κΒ: πυρηνικός παράγοντας κΒ, ΑΡ-1: πρωτεΐνη 
ενεργοποιητής-1, STAT5: μετατροπέας σήματος και ενεργοποιητής της μεταγραφής 5 [Από Psarra 
AM, 2008a].
1.5.1 Γενωμική δράση
Εντός του πυρήνα, ο συνδεδεμένος με το πρόσδεμα GR διμερίζεται 
(περιπτώσεις i και iv) και συνδέεται άμεσα (περιπτώσεις i, ii και iv) ή έμμεσα 
(περίπτωση iii) σε συγκεκριμένες αλληλουχίες DNA, που ονομάζονται στοιχεία 
απόκρισης στα γλυκοκορτικοειδή (glucocorticoid responsive elements, GREs), και 
λειτουργεί ως μεταγραφικός παράγοντας επάγοντας ή καταστέλλοντας την έκφραση 
γονιδίων, γεγονός που εξαρτάται από το γονίδιο και το περιβάλλον του κυττάρου 
[Schlossmacher et al., 2011].
Στη βιβλιογραφία αναφέρονται τέσσερις κατηγορίες GREs: τα απλά (simple 
GREs) (Εικόνα 1.16), τα αρνητικά (negative GREs, nGREs) (Εικόνα 1.17), τα 
προσδεδεμένα (tethering GREs) (Εικόνα 1.18) και τα σύνθετα (composite GREs) 
(Εικόνα 1.20), γεγονός που υποδηλώνει διαφορές στους μηχανισμούς ενεργοποίησης 
της κάθε ομάδας. Τα GREs εντοπίζονται στην περιοχή του υποκινητή ή του ενισχυτή 
των γονιδίων-στόχων των GCs και αποτελούν ατελείς παλίνδρομες ακολουθίες DNA 
που περιλαμβάνουν δύο μισά εξαμερή τμήματα, τα οποία χωρίζονται από έναν 
ορισμένο αριθμό νουκλεοτιδίων που ποικίλει ανάλογα με τον τύπο του GRE 
[Kadmiel and Cidlowski, 2013].
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i) Απλά GREs (simple GREs) (Εικόνα 1.14a): Μέσω της τεχνολογίας FRAP 
και πειραμάτων ανοσοκατακρήμνισης της χρωματίνης, έγινε φανερό ότι η 
αλληλεπίδραση του GR με το DNA είναι μία ιδιαίτερα δυναμική διαδικασία, κατά 
την οποία ο GR μαζί με σύμπλοκα συν-ρυθμιστών κάνουν κύκλους γύρω από το 
DNA που διαρκούν λίγα δευτερόλεπτα [McNally et al., 2000] ή λεπτά [Metivier et 
al., 2003] και στη συνέχεια ο GR προσδένεται άμεσα στα GREs ως διμερές.
Gene II 
Actve
Repressed by hormone
Cell type I
Gene I Gene II
Active S i c n t
Induced by hormone
trremwn
Εικόνα 1.15 Ειδικές δράσεις του GR σε επίπεδο κυττάρου και γονιδίου. Η προσβασιμότητα της 
χρωματίνης είναι ένας καθοριστικός παράγοντας στη σύνδεση του υποδοχέα με τη χρωματίνη. Τα 
ενεργά γονίδια φαίνεται πωςέχουν προσβάσιμο DNA και ακετυλιωμένες (Ac) ιστόνες. Τα γονίδια που 
ενεργοποιούνται από τον GR απαιτούν ομοδιμερή που προσδένονται απευθείας στο DNA στα GREs. 
Η ορμονό-εξαρτώμενη καταστολή του γονιδίου μπορεί να διαμεσολαβείται από την πρωτεϊνική 
αλληλεπίδραση ομομερών GR με άλλους μεταγραφικούς παράγοντες, όπως ο ΑΡ1. [Τροποποιημένη 
εικόνα από Biddie SC, 2012].
Η δομή ενός απλού GRE είναι GGAACAnnnTGTTCTκαι μόλις το 1/3 της 
ακολουθίας είναι συντηρημένο, ενώ τα υπόλοιπα 2/3 διαφέρουν, χαρίζοντας με αυτόν 
τον τρόπο την πολυπόθητη μεταβλητότητα στην αλληλουχία του DNA εσωτερικά του 
GRE που οδηγεί στη διαφορετική μεταγραφική δραστηριότητα του GR [Meijsing, 
S.H. et al., 2009]. Ακόμα, τα τρία νουκλεοτίδια που διαχωρίζουν τα δύο εξαμερή 
τμήματα είναι απολύτως απαραίτητα, ώστε ο GR να μπορέσει να διμεριστεί πάνω στο 
GRE, καθώς κάθε μία υπομονάδα του διμερούς υποδοχέα προσδένεται σε ένα 
εξαμερές τμήμα του GRE.
Ο διμερισμός πραγματοποιείται μέσω διακριτών υδροφοβικών μοτίβων που 
βρίσκονται στην LBD κάθε υποδοχέα [Bledsoe et al., 2004] και σταθεροποιείται 
περαιτέρω από την αλληλεπίδραση των DBD των υποδοχέων. Πιο συγκεκριμένα, το 
Ν-τελικό δάχτυλο ψευδαργύρου από τα δύο της DBD κάθε υποδοχέα συνδέεται στο 
ένα μισό του GRE ενώ το δεύτερο δάχτυλο ψευδαργύρου του πρώτου μονομερούς
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συνδέεται με το δεύτερο μονομερές μέσω ενός αμινοξέος που ’’τεντώνεται” και 
ονομάζεται κουτί διμερισμού [Luisi et al., 1991].
Σ’ αυτό το σημείο, αξίζει να αναφερθεί πως, εισαγωγή σημειακής μετάλλαξης 
στην περιοχή διμερισμού του υποδοχέα, απέδειξε in vitro πως απαραίτητη 
προϋπόθεση για την επαγωγή της μεταγραφικής δραστηριότητας πολλών, 
εξαρτώμενων από GCs, γονιδίων είναι ο διμερισμός του GR [Schacke H, 2007]. 
Πειραματόζωα, ειδικότερα ποντίκια, που έφεραν την μετάλλαξη αυτή, παρουσίαζαν 
αισθητά μειωμένα επίπεδα, ενεργοποιημένων από GR, ηπατικών γονιδίων [Reichardt 
HM, 1998]. Παρόλα αυτά, έχει αποδειχθεί πως ένας μεγάλος αριθμός γονιδίων 
εξακολουθεί να επάγεται ακόμα και παρουσία ενός μεταλλαγμένου, στην περιοχή 
διμερισμού, υποδοχέα. Το γεγονός αυτό υποδηλώνει την ύπαρξη εναλλακτικών 
μηχανισμών ενεργοποίησης, ενδεχομένως μέσω των AF-1 και AF-2 περιοχών του 
υποδοχέα [Hudson WH, 2013].
Μετά τη δέσμευση στο GRE, ο υποδοχέας υφίσταται επιπλέον αλλαγές στη 
διαμόρφωσή του που οδηγούν σε μια συντονισμένη στρατολόγηση συν-ρυθμιστικών 
μορίων, όπως συν-ενεργοποιητών ή συν-καταστολέων, και συμπλόκων 
αναδιαμόρφωσηςτης χρωματίνης που επηρεάζουν την πρόσβαση της μεταγραφικής
συσκευής, συμπεριλαμβανομένου της 
RNAπολυμεράσης II (RNA pol II), και κατ’ 
επέκταση το ρυθμό της μεταγραφής 
γονιδίων [(Jenkins et al., 2001); (Lonard 
and O'Malley, 2005); (Rosenfeld and Glass 
2001)]. Το δεσμευμένο GR ομοδιμερές
Direct
Coactivators
Εικόνα 1.16 Αναπαράσταση της άμεσης 
πρόσδεσης του GR σε ένα απλό GRE (simple 
GRE) που έχει ως αποτέλεσμα την επαγωγή της 
γονιδιακής έκφρασης.
BTM: βασική μεταγραφική συσκευή (basal
transcription machinery) [Από Oakley and 
Cidlowski, 2013].
αλληλεπιδρά με τον βασικό μεταγραφικό 
μηχανισμό που απεικονίζεται κι είναι 
συνδεδεμένος με το πλαίσιο ΤΑΤΑ. Το 
βασικό μεταγραφικό σύμπλοκο 
περιλαμβάνει την ΤΑΤΑ-δεσμευτική πρωτεΐνη, τους μεταγραφικούς παράγοντες 
TAFs και TFIIs και την RNA πολυμεράση II.
Ειδικότερα, στην περίπτωση των απλών GREs, η άμεση πρόσδεση του GR σ’ 
αυτά και η αλληλεπίδρασή του με τη βασική μεταγραφική συσκευή, έχει ως 
αποτέλεσμα την πρόσληψη συν-ενεργοποιητών και συμπλόκων αναδιαμόρφωσης της 
χρωματίνης, συντελώντας στην επαγωγή της μεταγραφής των γονιδίων-στόχων 
[(Oakley and Cidlowski, 2011); (Lonard and O’Malley, 2007); (Leung DY, 2003)].
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Η πρόσληψη αυτή των συμπαραγόντων γίνεται μέσω αλληλεπίδρασής τους με 
τις μεταγραφικές λειτουργίες ενεργοποίησης (AF domains) του GR [Schacke et al., 
2007]. Από τα πιο χαρακτηριστικά παραδείγματα πρόσληψης συν-ενεργοποιητών, 
αποτελούν η πολυμερής ATPase αναδιαμόρφωσης της χρωματίνης Brg1 [(Cairns et 
al., 1996); (Yoshinaga et al., 1992)] και η ακετυλοτρανσφεράση των ιστονών (HAT) 
CBP/p300, μέσω της AF-1 περιοχής, και μέλη της οικογένειας των p160 πρωτεϊνών, 
όπως οι SRC1 και pCIP [Xu and O’Malley, 2002], μέσω της AF-2 περιοχής. 
Ειδικότερα, η δράση του συμπαράγοντα Brg-1 πιστεύεται πως μεταβάλλει τη 
σύνθεση και την τοποθέτηση των νουκλεοσωμάτων, ενώ οι ακετυλοτρανσφεράσες 
(HATs) προκαλούν ακετυλίωση των ιστονών Η3 και Η4, όπως και ορισμένες p160 
πρωτεΐνες έχουν, επίσης, δράση ακετυλοτρανσφερασών. Και οι δύο αυτοί μηχανισμοί 
μεταβάλλουν τη δομή της χρωματίνης, καθιστώντας το DNA πιο εύκολα διαθέσιμο 
για ενεργοποίηση της μεταγραφής γονιδίων [Biddie SC, 2012].
Το ποιοι συμπαράγοντες και σύμπλοκα αναδιαμόρφωσης της χρωματίνης θα 
στρατολογηθούν, τελικά, εξαρτάται από παράγοντες, όπως η φύση του συνδεδεμένου 
γλυκοκορτικοειδούς, οι αλληλουχίες GREs, στις οποίες προσδένεται ο υποδοχέας 
[(Meijsing et al., 2009); (Ronacher et al., 2009)], αλλά και η διαθεσιμότητα των συν- 
ενεργοποιητών σε ένα συγκεκριμένο κυτταρικό πλαίσιο ή η αφθονία άλλων 
μεταγραφικών παραγόντων που συναγωνίζονται για τους ίδιους συν-ενεργοποιητές. 
Ακόμα, σημαντικό ρόλο παίζουν το επίπεδο πακεταρίσματος της χρωματίνης και η 
κατάσταση φωσφορυλίωσης της AF-1 περιοχής [Kleiman and Tuckermann, 2007].
Ακόμα, πρέπει να τονιστεί πως σε αντίθεση με το κλασικό μοντέλο σύνδεσης 
μεταγραφικών παραγόντων πάνω στο DNA, όπου παρατηρείται ο σχηματισμός 
σταθερών συμπλόκων,στην περίπτωση του GR έχει διαπιστωθεί πως ο υποδοχέας 
δεσμεύεται παροδικά πάνω σταγονίδια-στόχους, καθώς αποσυνδέεται και 
ενανασυνδέεται γρήγορα στις αλληλουχίες GREs. Η αλληλεπίδραση αυτή, δηλαδή, 
συμβαίνει για σύντομα χρονικά διαστήματα που διαρκούν από δευτερόλεπτα έως 
λεπτά. Κατ’ αυτόν τον τρόπο, ο GR δρα εξαιρετικά γρήγορα και απαγκιστρώνει το 
εκμαγείο που έχει σχηματιστεί γύρω από τη χρωματίνη, επιτρέποντας, έτσι, την 
αλληλεπίδρασή του με ένα μεγάλο αριθμό πιθανών θέσεων δέσμευσης και 
αλληλεπιδρώντων πρωτεϊνών [(Biddie SC, 2012); (LefstinJA, 1998); (Schlossmacher 
G, 2011); (McNally et al., 2000); (Stavreva et al., 2004); (Nagaich AK, 2004); 
(Fletcher TM, 2002)].
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Στη συνέχεια, παρουσιάζονται οι υπόλοιπες τρεις κατηγορίες GREs, οι οποίες 
μοιράζονται πολλά κοινά χαρακτηριστικά με τα απλά GREs. Έτσι, παρακάτω 
επισημαίνονται τα στοιχεία εκείνα που τα διαφοροποιούν σε σχέση με όσα 
αναφέρθηκαν για τα απλά GREs.
ii) Αρνητικά GREs (negative GREs) (Εικόνα 1.14b): Τα στοιχεία αυτά 
διαφέρουν από τα κλασικά GREs που συναντώνται στους μηχανισμούς 
ενεργοποίησης, τόσο δομικά όσο και λειτουργικά. Αποτελούν ανάστροφες 
παλίνδρομες αλληλουχίες, με δομή CTCC(n)0-2GGAGA ενώ ο αριθμός των 
νουκλεοτιδίων που χωρίζει τα δύο τμήματα του GRE κυμαίνεται από 0 έως 2 
νουκλεοτίδια. Βρίσκονται διάσπαρτα στις περιοχές κοντά στον υποκινητή των 
γονιδίων-στόχων και καταλαμβάνονται από δύο μονομερή του GR, τα οποία, όμως, 
δεν διμερίζονται, όπως στα απλά GREs [Hudson et al., 2013].
Μετά την πρόσδεση του υποδοχέα άμεσα πάνω στα nGREs,ακολουθεί η 
στρατολόγηση συν-καταστολέων, όπως είναι οι NCoR και SMRT, οι οποίοι με τη 
σειρά τους στρατολογούν τις αποακετυλάσες των ιστονών (HDACs). Με αυτόν τον 
τρόπο, η χρωματίνη αποκτά μία κλειστή δομή που δεν ευνοεί την μεταγραφή 
γονιδίων [Perissi et al., 2010]. Έτσι, η άμεση πρόσδεση του GR στα nGREs, έχει ως 
αποτέλεσμα την καταστολή της γονιδιακής μεταγραφής [Kadmiel and Cidlowski, 
2013].
A Direct
Εικόνα 1.17 Αναπαράσταση της άμεσης πρόσδεσης του GR σε ένα αρνητικό GRE (negative 
GRE) που έχει ως αποτέλεσμα την καταστολή της γονιδιακής έκφρασης.
BTM: βασική μεταγραφική συσκευή (basal transcription machinery) [Από Oakley and 
Cidlowski, 2013].
iii) Προσδεδεμένα GREs (tethering GREs) (Εικόνα 1.14c και 1.14d): Στην 
περίπτωση αυτού του τύπου GREs παρατηρείται ένας εναλλακτικός μηχανισμός 
ενεργοποίησης. Σε αντίθεση με τις δύο προηγούμενες περιπτώσεις, στις οποίες ο GR 
προσδένεται άμεσα στα GREs, είτε επάγοντας τη μεταγραφή γονιδίων μέσω των
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απλών GREs, είτε καταστέλλοντας τη μεταγραφή γονιδίων μέσω των nGREs, στην 
οδό αυτή ο GR ρυθμίζει τη γονιδιακή έκφραση αλληλεπιδρώντας, όχι άμεσα με το 
DNA, αλλά με τη βοήθεια άλλων μεταγραφικών παραγόντων.
Αναλυτικότερα, τα προσδεδεμένα GREs δε διαθέτουν περιοχή πρόσδεσης του 
υποδοχέα στο DNA, αλλά περιοχές δέσμευσης μεταγραφικών παραγόντων. Έτσι, ο 
GR προσδένεται έμμεσα στα GREs, αλληλεπιδρώντας με μεταγραφικούς παράγοντες, 
οι οποίοι συνδέονται άμεσα στο DNA, οδηγώντας τελικά, ανάλογα με τον παράγοντα, 
στην επαγωγή ή καταστολή της γονιδιακής έκφρασης [Oakley and Cidlowski, 2011]. 
Αυτή η αλληλεπίδραση πρωτεΐνης-πρωτεΐνης χαρακτηρίστηκε ως ‘’μηχανισμός 
πρόσδεσης’’, γι’ αυτό και τα GREs ονομάστηκαν ‘’προσδεδεμένα’’ [(Beato et al, 
1995); (DeBosscher et al., 2003)].Επίσης, αξίζει να σημειωθεί πως ο μηχανισμός 
αυτός είναι πλήρως λειτουργικός ακόμα και παρουσία GR που φέρει μετάλλαξη στην 
περιοχή διμερισμού, γεγονός που υποδηλώνει πως στη συγκεκριμένη οδό 
ενεργοποίησης δεν είναι απαραίτητος ο διμερισμός του υποδοχέα προκειμένου να 
επέλθει ενεργοποίηση αλλά μπορεί να λάβει χώρα και μέσω GR μονομερών 
[(Schacke H, 2007); (Schlossmacher G, 2011)].
Εικόνα 1.18 Αναπαράσταση της έμμεσης πρόσδεσης του GR σε ένα προσδεδεμένο GRE 
(tethering GRE). Ο GR αλληλεπιδρά έμμεσα με το GRE, με τη βοήθεια μεταγραφικών παραγόντων, 
έχοντας ως αποτέλεσμα την επαγωγή ή την καταστολή της γονιδιακής έκφρασης.
BTM: βασική μεταγραφική συσκευή (basal transcription machinery) [Από Oakley and 
Cidlowski, 2013].
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Οι πιο χαρακτηριστικοί μεταγραφικοί παράγοντες, στους οποίους προσδένεται 
ο GR, έχει βρεθεί πως είναι προφλεγμονώδεις παράγοντες [Kassel and Herrlich, 
2007], όπως η πρωτεΐνη ενεργοποιητής-1 (activator protein 1, AP-1) [(Jonat et al, 
1990); (Sch^e et al., 1990); (Yang Yen et al., 1990)], ο πυρηνικός παράγοντας-κΒ 
(nuclear factor-κB, NF-κΒ) [(De Bosscher et al., 1997); (Heck et al., 1997); (Ray and 
Prefontaine, 1994); (Scheinman et al., 1995)], ο ρυθμιστικός παράγοντας
ιντερφερόνης 3 (interferon regulatory factor 3, IRF3) [(Ogawa et al., 2005); (Reily et 
al., 2006)] και οι πρωτεΐνες μετατροπείς σήματος και ενεργοποιητές της μεταγραφής 
(STAT proteins), με σημαντικότερες τις STAT3 και STAT5 [(Stocklin et al., 1996); 
(Zhang et al., 1997)].
Μάλιστα, ενώ η αλληλεπίδραση του GR με μέλη της οικογένειας των STAT 
πρωτεϊνών, όπως με τον STAT5, είτε ανεξάρτητα είτε συνδεδεμένα με GREs, 
φαίνεται να μπορεί να προαγάγει τη μεταγραφική ενεργότητα συγκεκριμένων 
γονιδίων [Rogatsky and Ivashkiv, 2006] τόσο σε κύτταρα [Stoecklin et al., 1997], όσο 
και σε ποντικούς [(Tronche et al., 2004); (Engblom et al., 2007)], έχει αποδειχθεί πως 
η αλληλεπίδρασή του με τους παράγοντες AP-1, NF-κΒ και IRF-3 καταστέλλει τη 
μεταγραφική ενεργότητα των περισσότερων γονιδίων-στόχων [(Gottlicher et al., 
1998); (Ogawa et al., 2005); (Reichardt et al., 2001); (Tuckermann et al., 1999)].
Όσον αφορά την καταστολή του NF-κΒ, αυτή γίνεται μέσω παρεμπόδισης 
από τον υποδοχέα της φωσφορυλίωσης της σερίνης 2 σε μία από τις δύο περιοχές του 
καρβοξυτελικού άκρου της RNA πολυμεράσης II, παρεμποδίζοντας, έτσι, την έναρξη 
της μεταγραφής [Schacke H, 2007] ή μέσω της απευθείας αλληλεπίδρασης του GR με 
την p65 υπομονάδα του NF-κΒ. Αντίστοιχα, η καταστολή της AP-1 γίνεται μέσω 
απευθείας σύνδεσης της Jun υπομονάδας της πρωτεΐνης με τον υποδοχέα [(Nissen 
and Yamamoto, 2000); (Yang-Yen et al., 1990)].
Αφού, λοιπόν, οι μεταγραφικοί παράγοντες που αναφέρθηκαν παραπάνω, 
ρυθμίζουν την έκφραση προφλεγμονωδών γονιδίων, η αλληλεπίδρασή τους με τον 
GR αναστέλλει την ενεργότητά τους, ερμηνεύοντας κατ’ αυτόν τον τρόπο τις κύριες 
αντι-φλεγμονώδεις και ανοσοκατασταλτικές δράσεις των γλυκοκορτικοειδών 
[(Necela and Cidlowski, 2004); (Newton and Holden, 2007)].
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Το σηματοδοτικό μονοπάτι του GR στη μεταγραφική καταστολή γονιδίων- 
στόχων του NF-κΒ
Όπως αναφέρθηκε προηγουμένως, ο κύριος μηχανισμός καταστολής της 
γονιδιακής μεταγραφής βασίζεται στην ικανότητα του υποδοχέα να καταστέλλει τη 
δράση συγκεκριμένων μεταγραφικών παραγόντων, όντας προσδεδεμένος πάνω σε 
αυτούς. Στη συγκεκριμένη παράγραφο θα παρουσιαστεί το μονοπάτι αλληλεπίδρασης 
του GR με τον πυρηνικό μεταγραφικό παράγοντα NF-κΒ, που συντελεί στην 
καταστολή της μεταγραφής γονιδίων-στόχων του NF-κΒ.
Μετά το χαρακτηρισμό της δομής του NF-κΒ, του αποδόθηκε η συγκεκριμένη 
ονομασία από την ικανότητα του να ρυθμίζει την κ ανοσοσφαιρινική αλυσίδα στα 
Βκύτταρα. Πρόκειται για ένα ετεροδιμερές μιας υπομονάδας 50kDa, της NFKB1 
(p50) και μίας δεύτερης υπομονάδας 65kDa, της RelA (p65). Όπως φαίνεται και 
στην εικόνα, σε ανενεργή κατάσταση, ο NF-κΒ έχει τη μορφή ετεροδιμερούς, 
αποτελούμενος από τις υπομονάδες p65 και p50, και είναι αγκυροβολημένος στο 
κυτταρόπλασμα από τον παράγοντα ΙκΒα. Σήματα ενεργοποίησης μέσω υποδοχέων 
της κυτταρικής μεμβράνης, οδηγούνστην ενεργοποίηση της ΙκΒ κινάσης, η οποία 
φωσφορυλιώνει τον παράγοντα ΙκΒα. Μετά τη φωσφορυλίωση ο ΙκΒα υφίσταται 
πρωτεολυτική αποδόμηση και το ετεροδιμερές NF-κΒ ρ65/ρ50 περνά στο εσωτερικό 
του πυρήνα, όπου συνδέεται στις Β περιοχές του υποκινητή φλεγμονωδών γονιδίων, 
ενισχύοντας τη μεταγραφή τους.
Ο GR μπορεί να εμποδίσει τη δράση του NF-κΒ μέσω δύο μηχανισμών. 
Ειδικότερα, αναστολή μπορεί να προκόψει μέσω πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων 
μεταξύ του ενεργοποιημένου από ορμόνη GR και του NF-κΒ. Ένας δεύτερος, 
λιγότερο πιθανός μηχανισμός της GR-μεσολαβούμενης καταστολής του NF-κΒ είναι 
η ενεργοποίηση του γονιδίου IKBA από τον GR. Η ενισχυμένη σύνθεση του ΙκΒα 
αντικαθιστά τα επίπεδα του αποικοδομημένου ΙκΒα εξουδετερώνοντας, έτσι, τον 
ελεύθερο NF-κΒ και εμποδίζοντας, εν τέλει, τη μεταγραφή φλεγμονωδών γονιδίων 
[Leung DY, 2003].
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Εικόνα 1.19 Ο μηχανισμός δράσης του NF-κΒ. Σε αυτό το σχήμα φαίνεται το παράδειγμα 
του ετεροδιμερούς NF-κΒ, με τις R dm i p50 πρωτεϊνικές υπομονάδες. Σε ανενεργή κατάσταση, ο NF- 
κΒ είναι τοποθετημένος στο κυτταρόπλασμα, σε σύμπλοκο με την ανασταλτική πρωτεΐνη ΙκΒα. Μέσω 
των μεμβρανικών υποδοχέων, πληθώρα εξωκυτταρικών σημάτων μπορούν να ενεργοποιήσουν το 
ένζυμο ΙκΒ κινάση (ΙΚΚ). Με τη σειρά της, η IKK φωσφορυλιώνει την ΙκΒα πρωτεινη, που έχει σαν 
αποτέλεσμα την ουβικιτινίωση, διαχωρισμό της ΙκΒα από τον NF-κΒ και τελικά την αποικοδόμηση 
της ΙκΒα από το πρωτεόσωμα. Ο ενεργοποιημένος NF-κΒ μετατοπίζεται, στη συνέχεια, στον πυρήνα, 
όπου προσδένεται σε συγκεκριμένες αλληλουχίες του DNA, που ονομάζονται στοιχεία απόκρισης 
(Response Elements, RE). Το σύμπλοκο DNA/NF-κΒ στρατολογεί και άλλες πρωτεΐνες, όπως 
συνενεργοποιητές και την RNA-πολυμεράση, μεταγράφει το DNA που βρίσκεται καθοδικά των 
στοιχείων απόκρισης σε mRNA, το οποίο με τη σειρά του μεταφράζεται σε πρωτεΐνη, που συντελεί σε 
αλλαγή της κυτταρικής λειτουργίας [(GilmoreTD, 2006); (Brasier AR, 2006); (Perkins ND, 2007)].
iv) Σύνθετα GREs (composite GREs): Τα σύνθετα GREs αποτελούνται από 
θέσεις, στις οποίες προσδένεται άμεσα ο υποδοχέας και από θέσεις, στις οποίες 
δεσμεύονται διάφοροι μεταγραφικοί παράγοντες, όπως ο NF-κΒ και η AP-1. 
Επιπλέον, όπως και τα απλά GREs, απαιτούν διμερισμό του υποδοχέα και άμεση 
πρόσδεσή του πάνω στο DNA [Lefstin JA, 1998]. Έτσι, σ’ αυτή την περίπτωση ο GR 
δρα με έναν συνεργιστικό τρόπο, καθώς ρυθμίζει την επαγωγή ή καταστολή των 
γονιδίων-στόχων, τόσο συνδεόμενος άμεσα στα GREs, όσο και αλληλεπιδρώντας με 
τους μεταγραφικούς παράγοντες που βρίσκονται σε μία γειτονική θέση στο DNA 
[(Kadmiel and Cidlowski, 2013); (Oakley and Cidlowski, 2013)].
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C Composite
Coactivators
Εικόνα 1.20 Αναπαράσταση της πρόσδεσης του GR σε ένα σύνθετο GRE (composite GRE). 
Ο GR αλληλεπιδρά τόσο άμεσα με το GRE, όσο και με τους γειτονικούς μεταγραφικούς παράγοντες, 
έχοντας ως αποτέλεσμα την επαγωγή ή την καταστολή της γονιδιακής έκφρασης.
BTM: βασική μεταγραφική συσκευή (basal transcription machinery) [Από Oakley and 
Cidlowski, 2013].
1.5.2 Μη γενωμική δράση
Είναι αποδεδειγμένο πως η GR σηματοδότηση μπορεί να ακολουθήσει μία 
εναλλακτική οδό, ταχύτερη αλλά λιγότερο αποτελεσματική, τη μη-γενωμική (Εικόνα 
1.14e). Οι μη γενωμικές δραστηριότητες των GCs δεν χαρακτηρίζονται για την 
ομοιομορφία τους και γενικότερα έχουν περιγραφεί διάφοροι σχετικοί μοριακοί 
μηχανισμοί δράσης τους [(Buttgereit, 2004); (Tasker et al., 2006)]. Σ’ αυτή την 
περίπτωση, δεν χρειάζεται η επαγώμενη από τον πυρήνα μεταγραφή των γονιδίων- 
στόχων του GR, μία διαδικασία που συνήθως διαρκεί μερικές ώρες.
Αντίθετα, επιτυγχάνεται γρηγορότερα μέσω ενεργοποίησης μονοπατιών 
μεταγωγής σήματος, όπως αυτά που συνδέονται με G πρωτεΐνες, ή μέσω του 
κυτταροπλασματικού GR ή μέσω του δεσμευμένου στην κυτταρική μεμβράνη GR 
(mGR), διαδικασίες που διαρκούν λίγα λεπτά. Τέτοιου είδους ταχείες αποκρίσεις 
παρουσιάζουν διάφορα συστήματα του ανθρώπινου οργανισμού, 
συμπεριλαμβανομένου του ανοσοποιητικού και του καρδιαγγειακού συστήματος 
[(Psarra AM, 2008a); (Collingwood TN, 1999); (Kino T, 2005); (Ayroldi et al., 
2012); (Busillo and Cidlowski, 2013); (Lee SR, 2012); (Jiang CL, 2014); (Schacke H, 
2007); (Morimoto RI., 2002)].
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Αναλυτικότερα, έχει περιγραφεί ότι οι υποδοχείς που είναι συνδεδεμένοι με 
G-πρωτεΐνες (G protein coupled receptors, GPCRs) μπορούν να μεσολαβήσουν τις μη 
γενωμικές επιρροές των GCs [(Maier et al., 2005); (Tasker et al., 2006)]. Μάλιστα, 
θεωρείται πως για τη μεμβρανική τοποθέτηση και την ταχεία σηματοδότηση των 
στεροειδών είναι απαραίτητη μια αλληλουχία παλμιτουλίωσης που εντοπίζεται τόσο 
στον GR όσο και σε αρκετούς άλλους στεροειδείς υποδοχείς [(Marino and Ascenzi, 
2006); (Pedram et al., 2007)].
Επίσης, έχει αναφερθεί πως οι μη γενωμικές δράσεις των GCs 
διαμεσολαβούνται μέσω μιας μορφής του GR, η οποία είναι συνδεδεμένη στην 
κυτταρική μεμβράνη (mGR). Εντοπίστηκε σε B κύτταρα και σε μονοπύρηνα κύτταρα 
περιφερικού αίματος [Gametchu et al., 1999] καθώς επίσης και σε νευρικά κύτταρα 
[(Orchinik et al., 1991); (Iwasaki et al., 1997); (Evans et al., 1998)] και έχει προταθεί 
πως η συγκεκριμένη μορφή του GR μπορεί να προκαλέσει μια αλυσίδα 
ενδοκυτταρικών γεγονότων [Bartholome et al., 2004].
1.5.3 Μιτοχονδριακή δράση
Πρόσφατα πειραματικά δεδομένα από διάφορες ερευνητικές ομάδες 
αποδεικνύουν την παρουσία υποδοχέων γλυκοκορτικοειδών στα μιτοχόνδρια 
διαφόρων τύπων ζωικών κυττάρων [Psarra et al., 2006] (Εικόνα 1.14f). Η ύπαρξη των 
υποδοχέων στα μιτοχόνδρια σχετίζεται με τον έλεγχο μιτοχονδριακών λειτουργιών, 
όπως i) η ενεργοποίηση της μιτοχονδριακής μεταγραφής, δρώντας ως μεταγραφικοί 
παράγοντες, με μηχανισμό όμοιο με αυτόν του πυρήνα ii) η επαγωγή των 
μιτοχονδριακών γονιδίων της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης (OXPHOS) και iii) η 
απόπτωση, η οποία θα αναλυθεί στην ενότητα 1.6.2.1 [(Psarra et al., 2005); (Psarra et 
al., 2009); (Psarra et al., 2011); (Sionov et al., 2006)].
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1.6 Υποδοχέας των γλυκοκορτικοειδών και μιτοχόνδρια
1.6.1 Ρόλος μιτοχονδρίων
Τα μιτοχόνδρια είναι υποκυτταρικά οργανίδια ζωτικής σημασίας, τα οποία 
συμμετέχουν σε πληθώρα σημαντικών κυτταρικών λειτουργιών [Bonawitz et al., 
2006]. Ενέχονται σε πολλά βήματα του ενδιάμεσου μεταβολισμού, στην παραγωγή 
ουρίας, στη βιοσύνθεση αμινοξέων και αίμης και στη β-οξείδωση των λιπαρών 
οξέων. Επιπλέον, αποτελούν βασικά συστατικά της απόκρισης στο στρες [Manoli et 
al., 2007], διαδραματίζουν κεντρικό ρόλο στο οξειδωτικό στρες μέσω της παραγωγής 
δραστικών μορφών οξυγόνου (ROS) [Duckies et al., 2006], συμμετέχουν στην 
ανοσορρύθμιση [(Pinkoski et al., 2006); (Psarra et al., 2006a)], στην κυτταρική 
διαφοροποίηση [Seyer et al., 2006], στη διαδικασία της γήρανσης [Short et al., 2005] 
και την απόπτωση.
Η σημαντικότερη ίσως λειτουργία των μιτοχονδρίων αναγνωρίζεται στη 
συνεισφορά τους σε ό,τι αφορά τον ενεργειακό μεταβολισμό, καθώς αποτελούν τους 
βασικούς προμηθευτές ενέργειας των κυττάρων. Μέσω του μηχανισμού της 
οξειδωτικής φωσφορυλίωσης (OXPHOS) της αναπνευστικής αλυσίδας, είναι δυνατό 
να καλύψουν περισσότερο από το 90% των ενεργειακών αναγκών των κυττάρων σε 
ATP. Καθημερινά τα μιτοχόνδρια του σώματός μας παράγουν 65 Kgr ATP και 
συγκεκριμένα 30-32 ATP ανά μόριο γλυκόζης που διασπάται. Το μιτοχόνδριο 
χρησιμεύει σαναισθητήρας των ενεργειακών αναγκών του κυττάρου [Enriquez et al., 
1999] και ανάλογα με αυτές επιτυγχάνει διάφορα επίπεδα ρύθμισης [(Garesse and 
Vallejo, 2001); (Enriquez et al., 1999)], προσαρμόζοντας μεταξύ άλλων τη 
λειτουργία των ενζύμων της OXPHOS. Όταν οι ενεργειακές ανάγκες δεν επαρκούν, 
αυξάνει την απόδοση σε ATP, μέσω αλλοστερικής ενεργοποίησης της OXPHOS της 
αναπνευστικής αλυσίδας [(Psarra and Sekeris, 2006a); (Psarra and Sekeris, 2006b)].
Τα ένζυμα της OXPHOS είναι απαραίτητα για την παραγωγή ενέργειας, 
καθώς για το σχηματισμό των ολοένζυμων συστατικών στοιχείων της, που θα 
δώσουν ενεργά αναπνευστικά σύμπλοκα, απαιτούνται γονίδια που προέρχονται τόσο 
από το πυρηνικό όσο και από το μιτοχονδριακό γονιδίωμα [Attardi and Schatz, 1988]. 
Ως εκ τούτου, ο κεντρικός ρόλος των μιτοχονδρίων στο μεταβολισμό των κυττάρων 
επιτυγχάνεται μέσω συντονισμού των λειτουργιών τουςμε εκείνες άλλων κυτταρικών 
οργανιδίων, και κυρίως του πυρήνα [(Scheller et al., 2003); (Scheller et al., 2000);
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(Psarra et al., 2006a); (Scarpulla, 2006); (Garesse and Vallejo, 2001); (Scarpulla, 
2002); (Goffart and Wiesner, 2003); (Dawson and Dawson, 2004); (Psarra et al., 
2006b); (Goldenthal and Marin-Garcia, 2004)], και ρυθμίζεται από ποικίλα 
εξωκυτταρικά και εvδoκυτταρικά σήματα [Psarra and Sekeris, 2007].
1.6.2 Ρόλος του GR στα μιτοχόνδρια
Οι φυσιολογικές δράσεις του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών δεν 
περιορίζονται στη δράση του ως πυρηνικού υποδοχέα, αλλά επιπλέον έχουν 
εντοπιστεί και λειτουργικοί υποδοχείς των γλυκοκορτικοειδών στα μιτοχόνδρια των 
κυττάρων [(Solakidi et al., 2007); (Psarra and Sekeris, 2008a); (Psarra and Sekeris, 
2008b); (Psarra and Sekeris, 2009)]. Πιο συγκεκριμένα, η κάθαρση των πυρηνικών 
υποδοχέων και η διαθεσιμότητα των αντίστοιχων αντισωμάτων, επέτρεψε την 
εφαρμογή διαφόρων ανοσολογικών τεχνικών, όπως είναι η Western blot, ο 
ανοσοφθορισμός, η συνεστιακή και η φθορίζουσα ηλεκτρονική μικροσκοπία, για την 
αναγνώριση του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών, των οιστρογόνων, των 
ανδρογόνων και των θυροειδών ορμονών στα μιτοχόνδρια [(Wrutniak et al., 1995); 
(Psarra et al., 2005); (Solakidi et al., 2005); (Solakidi et al., 2005); (Demonacos et al., 
1993); (Scheller et al., 2000); (Moutsatsou et al., 2001); (Psarra et al., 2003); (Koufali 
et al., 2003); (Sionov et al., 2006); (Jonsson et al., 2007); (Moats and Ramirez, 2000); 
(Monje and Boland, 2001); (Yang et al., 2004); (Cammarata et al., 2004); (Milner et 
al., 2005); (Pedram et al., 2006); (Sterling et al., 1984); (Ardail et al., 1993); (Casas 
et al., 2003); (Noteboom and Gorski, 1965); (Grossman et al., 1989); (Schwend and 
Gustafsson, 2006); (Yang et al., 2006)].
Μάλιστα, ο υποδοχέας των γλυκοκορτικοειδών ήταν ο πρώτος υποδοχέας που 
ανιχνεύθηκε στα μιτοχόνδρια με αυτή τη μεθολογία. Χρησιμοποιώντας συγκεκριμένα 
αντισώματα έναντι του GRα και του GRβ, έγινε φανερό ότι η α ισομορφή του 
υποδοχέα ανιχνεύθηκε στα μιτοχόνδρια, παράλληλα με την παρουσία του στο 
κυτταρόπλασμα και τον πυρήνα, ενώ η ισομορφή β περιοριζόταν αποκλειστικά στον 
πυρήνα και συσσωρεύονταν κατά προτίμηση στους πυρηνίσκους [Psarra et al., 2005].
Έρευνες από πολλά εργαστήρια υπογραμμίζουν ως πρωταρχικό ρόλο του 
υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών στα μιτοχόνδρια, τη λειτουργία του ως 
μεταγραφικό παράγοντα στη μεταγραφή του μιτοχονδριακού γονιδιώματος, με
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παρόμοιο τρόπο με τη δράση του υποδοχέα στο πυρηνικό γονιδίωμα. Επιπλέον, 
αρκετές δημοσιεύσεις αναφέρονται στις επαγωγικές δράσεις των γλυκοκορτικοειδών 
στη μεταγραφή πυρηνικών και μιτοχονδριακών γονιδίων της OXPHOS, οι οποίες 
επιτελούνται τόσο με έμμεση, όσο και με απ’ ευθείας δράση των γλυκοκορτικοειδών 
στο μιτοχονδριακό γονιδίωμα, σε διάφορα όργανα όπως η καρδιά, οι σκελετικοί μύες, 
ο νεφρός και ο εγκέφαλος [Psarra and Sekeris, 2008b]. Έτσι, η παρουσία των 
υποδοχέων τόσο στον πυρήνα όσο και στα μιτοχόνδρια, μαρτυρεί μια άμεση 
αλληλεπίδραση των δύο οργανιδίων για το συντονισμό της μεταγραφής γονιδίων που 
κωδικοποιούν τα ένζυμα της OXPHOS.
Τέλος, έχει αποδειχθεί ότι τα μιτοχόνδρια προσλαμβάνουν ποικίλα 
ενδοκυττάρια και εξωκυττάρια προ- και αντι-αποπτωτικά σήματα, διαδραματίζοντας, 
έτσι, καθοριστικό ρόλο στη μοίρα του κυττάρου, στη διαίρεση, την αύξηση, τη 
διαφοροποίηση, την επιβίωση και την απόπτωση [(Li et al, 2000); (Goldenthal and 
Marin-Garcia, 2004); (Gulbins, 2003); (Herr et al., 2007)]. Η τελευταία 
παρουσιάζεται αναλυτικά στην επόμενη ενότητα.
1.6.2.1 Ρόλος του GR στην απόπτωση
Η απόπτωση είναι άλλη μία ζωτικής σημασίας κυτταρική διαδικασία, στην 
οποία τα μιτοχόνδρια παίζουν σημαντικό ρόλο. Τα μιτοχόνδρια προσλαμβάνουν και 
ενσωματώνουν μία σειρά ενδοκυττάριων και εξωκυττάριων αποπτωτικών σημάτων 
και σημάτων επιβίωσης, όπως είναι οι στεροειδείς ορμόνες, οι οποίες εκδηλώνουν 
την αποπτωτική ή αντιαποπτωτική δράση τους, μέσω των αντίστοιχων 
μιτοχονδριακών υποδοχέων τους. Παρά την ύπαρξη μεγάλου αριθμού ερεθισμάτων 
και συνθηκών, τόσο φυσιολογικών όσο και παθολογικών, που μπορούν να οδηγήσουν 
ένα κύτταρο σε απόπτωση, δεν πρόκειται όλα τα κύτταρα να ακολουθήσουν αυτή την 
οδό, κάτω υπό την επίδραση του ίδιου ερεθίσματος. Με βάση το είδος του κυττάρου- 
στόχου, η ίδια ορμόνη μπορεί να δράσει σαν αποπτωτικός παράγοντας ή σαν 
παράγοντας επιβίωσης, εν μέρει εξαιτίας της ιστοειδικότητας του μιτοχονδρίου. Τα 
γλυκοκορτικοειδή, για παράδειγμα, προστατεύουν κύτταρα επιθηλιακών οργάνων, 
όπως κύτταρα του μαστικού αδένα, θυλακοειδή κύτταρα και ηπατοκύτταρα, έναντι 
αποπτωτικών ερεθισμάτων [Evans-Storms and Cidlowski, 1995], ενώ αποτελούν 
αποπτωτικούς παράγοντες για κύτταρα του αιμοποιητικού συστήματος, όπως είναι τα
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μονοκύτταρα, τα μακροφάγα, τα θυμοκύτταρα και τα λευχαιμικά κύτταρα [(Herr et 
al., 2007); (Tuckermann et al., 2005)].
Ως απόπτωση ορίζεται ο προγραμματισμένος κυτταρικός θάνατος, ο οποίος 
περιλαμβάνει την γενετικά καθορισμένη εξάλειψη των κυττάρων. Το φαινόμενο αυτό 
παρατηρείται κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης και της γήρανσης ενός πολυκύτταρου 
ευκαρυωτικού οργανισμού κι αποτελεί μηχανισμό ομοιόστασης απέναντι σε 
οποιαδήποτε πιθανότητα αλλαγής του πληθυσμού των κυττάρων στους ιστούς. 
Επιπλέον, αποτελεί μηχανισμό άμυνας του οργανισμού σε περιπτώσεις ανοσολογικών 
αντιδράσεων ή καταστροφής των κυττάρων από επιβλαβείς ή παθογόνους 
παράγοντες, ενώ αποτελεί και σημαντική άμυνα ενάντια στον καρκίνο, καθώς μέσω 
της απόπτωσης απομακρύνονται τα καρκινικά κύτταρα [(Elmore S., 2007); (Debnath 
J, 2005); (Herr and Debatin, 2001)].
Η απόπτωση, επομένως, είναι σημαντική, όχι μόνο στην ανάπτυξη των ιστών, 
αλλά και στην ανοσοποιητική άμυνα, καθώς και στην εξάλειψη των καρκινικών 
κυττάρων, ενώ η λανθασμένη ενεργοποίησή της ενέχεται σε νευρομυϊκές 
εκφυλιστικές ασθένειες [(Wallace, 1999); (Lin and Beal, 2006)], όπως το Alzheimer, 
το Parkinson και η αμυοτροφική πλευρική σκλήρωση, και με τον καρκίνο [(Kroemer, 
2006); (Chen et al., in press); (Chen et al., 2007)].
Η απόπτωση περιλαμβάνει την ενεργοποίηση δύο μονοπατιών που οδηγούν 
στην αυτοκτονία του κυττάρου με μια χαρακτηριστική διαδικασία: το κύτταρο γίνεται 
πιο συμπαγές, δημιουργούνται αποπτωτικά κυστίδια, η χρωματίνη συμπυκνώνεται 
και το DNA κατακερματίζεται. Τα νεκρά κύτταρα διασπώνται σε οριοθετημένα από 
μεμβράνη θραύσματα και μπορεί να εγκολπωθούν από γειτονικά κύτταρα με τη 
διαδικασία της φαγοκυττάρωσης [(Robertson and Orrenius, 2000); (Μαρκουλάτος 
Π.)].
Επιπρόσθετα, η απόπτωση αποτελεί μια πολύ καλά συντονισμένη διαδικασία, 
η οποία λαμβάνει χώρα με την ενεργοποίηση μιας ομάδας πρωτεασών κυστεΐνης, 
ασπαρτικού οξέος, γνωστές ως κασπάσες. Στα περισσότερα κύτταρα, οι κασπάσες 
απαντώνται ως ανενεργά προένζυμα, γνωστά ως προκασπάσες, οι οποίες 
περιλαμβάνουν ένα πεπτίδιο στο αμινοτελικό τους άκρο. Η αντίδραση ενεργοποίησης 
περιλαμβάνει πρωτεόλυση του πεπτιδίου στο αμινοτελικό τους άκρο, γεγονός που 
συντελείται είτε από άλλες κασπάσες είτε από τις ίδιες, και επακόλουθη διάσπαση της 
υπόλοιπης πρωτεΐνης σε μία μικρή και μία μεγάλη υπομονάδα. Με τη σειρά τους, οι 
ενεργές πλέον κασπάσες μπορούν να ενεργοποιήσουν άλλες ανενεργές προκασπάσες,
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ενισχύοντας έτσι το αρχικό αποπτωτικό σήμα και οδηγώντας το κύτταρο σε ταχύ και 
μη αναστρέψιμο, πλέον, κυτταρικό θάνατο. Επιπλέον, η αυτοκαταλυτική αποκοπή 
που οδηγεί στην ενεργοποίηση μιας προκασπάσης, συντελείται κατόπιν διμερισμού, 
δεδομένου του ότι οι περισσότερες προκασπάσες απαντώνται ως διμερή. Έτσι, οι 
κασπάσες που διαθέτουν πρωτεολυτική δράση, μπορούν να διασπούν πρωτεΐνες σε 
υπολείμματα ασπαρτικού οξέος. Διαφορετικές κασπάσες δρουν σε συγγενείς αλλά όχι 
πανομοιότυπους στόχους, καθώς διαφέρουν στην ειδικότητα αναγνώρισης των 
γειτονικών αμινοξέων. Στα θηλαστικά υπάρχουν περίπου 14 μέλη της οικογένειας 
των κασπασών ενώ στην απόπτωση συμμετέχουν οι κασπάσες 3 και 6 έως 10 
[(Cohen GM, 1997); (Rai NK, 2005)].
Όπως αναφέρθηκε και παραπάνω υπάρχουν δύο μονοπάτια που μπορούν να 
προκαλέσουν απόπτωση σε ένα κύτταρο, τα οποία αποδεδειγμένα, πλέον, συνδέονται 
σε βαθμό που η δράση του ενός επηρεάζει το άλλο. Το πρώτο είναι το εξωγενές 
μονοπάτι ή μονοπάτι του υποδοχέα θανάτου και το δεύτερο είναι το ενδογενές 
μονοπάτι ή μιτοχονδριακό μονοπάτι [(Igney FH, 2002); (Thornberry and Lazebnik, 
1998)].
Εξωγενές μονοπάτι ή μονοπάτι του υποδοχέα θανάτου: Το μονοπάτι αυτό 
περιλαμβάνει την ενεργοποίηση των διαμεμβρανικών υποδοχέων θανάτου, γεγονός 
που προκαλεί τον καταρράκτη κασπασών, ο οποίος καταλήγει στην απόπτωση 
[Elmore, 2007]. Οι υποδοχείς θανάτου ανήκουν στην υπεροικογένεια των υποδοχέων 
του παράγοντα νέκρωσης όγκων (tumor necrosis factor, TNF), στους οποίους 
προσδένονται μέλη αυτής της οικογένειας κυτοκινών, όπως ο TNF, ο Fas και ο 
TRAIL (TNF-related apoptosis inducing ligand). Το συγκεκριμένο μονοπάτι 
μελετήθηκε με τη βοήθεια των μοντέλων FasL/FasR και ΕΝΤ-α/ΤΝΕ^1. Ο 
υποδοχέας Fas (Fas Receptor, FasR) είναι ένας υποδοχέας της κυτταρικής επιφάνειας, 
συγγενικός με τον υποδοχέα του TNF και ο προσδέτης FasL (Fas Ligand, FasL) είναι 
μία διαμεμβρανική πρωτεΐνη που είναι συγγενική με τον T O T ^  αποκρίσεις φαίνεται 
ότι ενεργοποιούνται από μια ενδοκυτταρική επικράτεια των υποδοχέων, μήκους ~80 
αμινοξέων, που εντοπίζεται κοντά στο C-τελικό άκρο. Η επικράτεια αυτή είναι μέτρια 
συντηρημένη (~28%) μεταξύ του υποδοχέα Fas και του TNF-R1 και ονομάζεται 
επικράτεια θανάτου (death domain) [Μαρκουλάτος Π.].
Ο FasR σχηματίζει ένα ομοτριμερές, το οποίο συναρμολογείται πριν από την 
αλληλεπίδραση με τον προσδέτη. Η σύνδεση του προσδέτη στον υποδοχέα οδηγεί τα 
τριμερή του υποδοχέα να συγκροτήσουν μεγάλα συσσωματώματα, καθώς
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στρατολογούνται κυτταροπλασματικές πρωτεΐνες προσαρμογείς, οι οποίες κάνουν 
ορατές τις αντίστοιχες περιοχές «θανάτου» των υποδοχέων. Συγκεκριμένα, η 
πρόσδεσητου FasL στον FasR οδηγεί στην πρόσδεση της πρωτεΐνης προσαρμογέα 
FADD, ενώ η πρόσδεση του TNF-α στον TNF-R1 οδηγεί στην πρόσδεση της 
πρωτεΐνης προσαρμογέα TRADD και στην στρατολόγηση των FADD και RIP. Στο 
σημείο αυτό σχηματίζεται στο σύμπλοκο επαγωγής θανάτου DISC (Death Inducing 
Signaling Complex, DISC), στο οποίο ο FADD αλληλεπιδρά με την προκασπάση 8, 
μέσω διμερισμού της περιοχής «θανάτου» του τελεστή, οδηγώντας στην 
αυτοκαταλυτική ενεργοποίησή της. Αμέσως μόλις ενεργοποιηθεί η κασπάση 8, 
ενεργοποιεί με τη σειρά της την κασπάση 3 και την κασπάση 7, μέσω ενός 
μιτοχονδριακά εξαρτώμενου ή μη μηχανισμού, και ξεκινά η απόπτωση (Εικόνα 1.21). 
Στο μιτοχονδριακά εξαρτώμενο μηχανισμό, το μονοπάτι μετατοπίζεται από την 
κυτταρική μεμβράνη στο μιτοχόνδριο, όταν η κασπάση 8 τέμνει μία πρωτεΐνη-μέλος 
της Bcl-2 οικογένειας, την Bid. Η τομή αυτή απελευθερώνει την καρβοξυτελική 
επικράτεια της Bid, η οποία στη συνέχεια μετατοπίζεται στη μιτοχονδριακή 
μεμβράνη, όπου ευθύνεται για την έκλυση του κυτοχρώματος c και τελικά την 
επαγωγή της απόπτωσης, με τον ίδιο τρόπο που περιγράφεται αναλυτικά παρακάτω 
[(Hsu H, 1995); (Herr et al., 2007); (Hyer et al., 2008); (Konopleva et al., 2004); 
(Μαρκουλάτος Π.); (Madesh et al., 2002)].
Εικόνα 1.21 Εξωγενώς και ενδογενώς επαγόμενοι αποπτωτικοί μηχανισμοί [Από Chin J, 2011].
60
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 06:28:57 EET - 137.108.70.7
Ενδογενές μονοπάτι ή μιτογονδριακό μονοπάτι: Το ενδογενές μονοπάτι 
πυροδοτεί την απόπτωση μέσω των μιτοχονδρίων και λαμβάνει χώρα σε απόκριση 
ενός μεγάλου αριθμού ερεθισμάτων, τα οποία μπορούν και δρουν απευθείας στα 
κύτταρα-στόχους, χωρίς να είναι αναγκαία η πρόσδεσή τους σε κάποιον υποδοχέα. 
Τα ερεθίσματα αυτά πηγάζουν από το μιτοχόνδριο και είναι ικανά να έχουν είτε 
θετικές είτε αρνητικές επιπτώσεις. Η ύπαρξη ενός αρνητικού σήματος προϋποθέτει 
την απουσία συγκεκριμένων αυξητικών παραγόντων, ορμονών και κυτοκινών, ώστε 
το κύτταρονα είναι ανίκανο να καταστείλει την επικείμενη απόπτωση. Μεταξύ των 
σημάτων με θετική επίδραση συναντώνται η ακτινοβολία, οι τοξίνες, η υποξία, η 
υπερθερμία, οι ιογενείς λοιμώξεις και οι ελεύθερες ρίζες [Elmore S, 2007].
Όλα αυτά τα ερεθίσματα προκαλούν αλλαγές στην εσωτερική μιτοχονδριακή 
μεμβράνη που οδηγούντελικά στο σχηματισμό πόρων στη μιτοχονδριακή μεμβράνη. 
Αυτή η αλλαγή στην διαπερατότητα της μεμβράνης, έχει ως αποτέλεσμα την 
απώλεια του μιτοχονδριακού διαμεμβρανικού δυναμικού και την απελευθέρωση δύο 
κύριων ομάδων προ-αποπτωτικών πρωτεϊνών από το διαμεμβρανικό χώρο στο 
κυτοσόλιο [Saelens X, 2004].
Η πρώτη ομάδα πρωτεϊνών απαρτίζεται από το κυτόχρωμα c, τη 
Smac/DIABLO και την πρωτεάση της σερίνης HtrA2/Omi. Οι πρωτεΐνες αυτές 
ενεργοποιούν το εξαρτώμενο από τις κασπάσες μιτοχονδριακό μονοπάτι της 
απόπτωσης. Ειδικότερα, οι πρωτεΐνες Smac/DIABLO και HtrA2/Omi προωθούν την 
απόπτωση μέσω καταστολής της δράσης των αναστολέων της απόπτωσης (inhibitor 
of apoptosis, ΙΑΡ). Φυσιολογικά, οι IAP μπορούν να προσδεθούν σε προκασπάσες 
και ενεργοποιημένες κασπάσες και να αναστείλουν την ενεργότητά τους, άρα και την 
απόπτωση. Ωστόσο, οι παραπάνω πρωτεΐνες, όπως η Smac, η οποία απελευθερώνεται 
από τα μιτοχόνδρια παράλληλα με το κυτόχρωμα c, δρουν προσδένοντας τις IAP και 
επάγοντας, κατ’ αυτόν τον τρόπο, την απόπτωση [Μαρκουλάτος Π.].
Βλάβες στο DNA οδηγούν σε ενεργοποίηση της πρωτεΐνης p53, που αποτελεί 
προϊόν του ογκοκατασταλτικού γονιδίου p53. Η πρωτεΐνη αυτή ενεργοποιεί τον 
παράγοντα BAX, ο οποίος απελευθερώνει τον αποπτωτικό παράγοντα Bcl-2 από την 
κυτταροπλασματική πρωτεΐνη Apaf-1, η οποία απελευθερώνεται στο 
κυτταρόπλασμα. Ο παράγοντας BAX εισέρχεται στα μιτοχόνδρια δημιουργώντας 
πόρους, με αποτέλεσμα την απελευθέρωση του κυτοχρώματος cαπό τα μιτοχόνδρια, 
γεγονός που αποτελεί ένα κρίσιμο σημείο ελέγχου στο μονοπάτι της απόπτωσης.
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Έτσι, στο κυτταρόπλασμα έρχονται σε επαφή η πρωτεΐνη Apaf-1 με το κυτόχρωμα c, 
το οποίο τη διευκολύνει να προσδέσει ATP. Το γεγονός αυτό προκαλεί τον 
ολιγομερισμό της Apaf-1, η οποία αλλάζει τη στερεοδιαμόρφωσή της και εκθέτει την 
επικράτεια πρόσδεσης κασπάσης. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα την πρόσδεση της 
προκασπάσης 9 στην Apaf-1 και τη δημιουργία ενός συμπλόκου που ονομάζεται 
αποπτώσωμα, όπου και πυροδοτείται η αυτοκαταλυτική ενεργοποίηση της 
προκασπάσης 9. Η ενεργή κασπάση 9 με τη σειρά της τέμνει την προκασπάση 3 για 
να δημιουργήσει την κασπάση 3 και άρα να συντελέσει στην έναρξη της απόπτωσης, 
καθώς η κασπάση 3, μέσω άγνωστων μηχανισμών, εισέρχεται στον πυρήνα του 
κυττάρου, διασπά την πρωτεινη PARP (polyADP ribose polymerase) και οδηγεί σε 
κατάτμηση του DNA. Η κασπάση 9 ενεργοποιεί, επίσης, τις κασπάσες 6 και 7 
[(Garrido C, 2006); (Du C, 2000); (Μαρκουλάτος Π.)].
Η δεύτερη ομάδα προ-αποπτωτικών πρωτεϊνών αποτελείται από τις AIF, 
ενδονουκλεάση G και CAD, οι οποίες απελευθερώνονται κατά τη διάρκεια της 
απόπτωσης, αφού δηλαδή έχει προγραμματιστεί ο θάνατος του κυττάρου. Ειδικότερα, 
η πρωτεΐνη AIF μεταναστεύει στον πυρήνα, όπου και προκαλεί τον κατακερματισμό 
του DNA και τη συμπύκνωση της περιφερικής πυρηνικής χρωματίνης. Η 
ενδονουκλεάση G φυσιολογικά βρίσκεται μέσα στο μιτοχόνδριο και εμπλέκεται στην 
αντιγραφή του DNA. Σε κύτταρα που διενεργούν απόπτωση, το ένζυμο αυτό 
απελευθερώνεται από το μιτοχόνδριο και μεταναστεύει στον πυρήνα, όπου διασπά 
την πυρηνική χρωματίνη βοηθώντας, έτσι, τον σχηματισμό θραυσμάτων 
ολιγονουκλεοσωματικού DNA. Και οι δύο αυτές πρωτεΐνες δρουν ανεξάρτητα από 
την παρουσία κασπασών. Τέλος, παρατηρείται απελευθέρωση της πρωτεΐνης CAD 
από τα μιτοχόνδρια και μετατόπισή της στον πυρήνα, όπου μετά από διάσπαση της 
από την κασπάση 3, προκαλεί κατακερματισμό των DNA ολιγονουκλεοσωμάτων και 
περεταίρω συμπύκνωση της χρωματίνης [(Susin SA, 2000); (Enari M, 1998)].
Η οδός αυτή ελέγχεται από μέλη της Bcl-2 πρωτεϊνικής οικογένειας 
[(Breckenridge et al, 2003); (Daniel et a l, 2003)], καθώς οι πρωτεΐνες αυτές 
ελέγχουν τη διαπερατότητα της μιτοχονδριακής μεμβράνης. Τα μέλη της Bcl-2 
οικογένειας είναι τόσο προ-αποπτωτικά, παραδείγματος χάρη οι παράγοντες Bim, 
Bid, Bak, Bad και Bax, όσο και αντι-αποπτωτικά, όπως οι παράγοντες Bcl-2, Mcl-1 
και Bcl-xL, γεγονός που επεξηγεί την ικανότητα των πρωτεϊνών αυτών να 
καθορίζουν αν το κύτταρο βρίσκεται σε διαδικασία απόπτωσης ή όχι, καθώς κάποια 
μέλη είναι απαραίτητα για την απόπτωση ενώ άλλα για την επιβίωση του κυττάρου.
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Για παράδειγμα, κατά τη σηματοδότηση των γλυκοκορτικοειδών σε καταστάσεις 
stress, παρατηρείται αύξηση των επιπέδων των προαποπτωτικών Bcl-2 πρωτεϊνών, 
όπως του Bim, το οποίο ενεργοποιεί τις προαποπτωτικές πρωτεΐνες Bax/Bak και 
αυτές με τη σειρά τους διαταράσσουν το δυναμικό της μιτοχονδριακής μεμβράνης, 
έχοντας ως αποτέλεσμα την απελευθέρωση του κυτοχρώματος c και άλλων 
αποπτωτικών πρωτεϊνών, επιτρέποντας με αυτόν τον τρόπο την έναρξη του 
αποπτωτικού μονοπατιού, όπως παρουσιάστηκε προηγουμένως [(Saleh et al, 1999); 
(Ploner C, 2008); (Adams JM, 1998); (Schuler M, 2001)].
Εικόνα 1.22 Η σηματοδότηση των γλυκοκορτικοειδών μέσω του GR που αλλάζει τόσο τα 
προ- όσο και τα αντι-αποπτωτικά γονίδια και μπορεί να οδηγήσει είτε στην απόπτωση είτε στην 
επιβίωση του κυττάρου, ανάλογα με τον τύπο του κυττάρου ή τον ιστό [Από Gruver-Yates and 
Cidlowski, 2013].
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Βάση μελετών, στην πλειοψηφία των υπό εξέταση κυτταρικών τύπων τα 
γλυκοκορτικοειδή επάγουν απόπτωση μέσω του ενδογενούς μονοπατιού. Αυτό 
γίνεται μέσω επαγωγής των προ-αποπτωτικών μελών της Bcl-2 πρωτεϊνικής 
οικογένειας [(Lu et al., 2007); (Han et al., 2001)] ή/και μέσω καταστολής των αντι- 
αποπτωτικών της μελών [(Lu et al., 2007); (Violette et al., 2002)]. Έτσι, η 
επιδεκτικότητα ενός κυττάρου στην απόπτωση εξαρτάται από την αναλογία των προ- 
και αντι-αποπτωτικών πρωτεϊνών μετά την επίδραση των γλυκοκορτικοειδών, η 
οποία συχνά είναι ιστο- ή/και κυτταρο-ειδική [(Ashwell JD, 2000); (Gruver-Yates 
and Cidlowski, 2013)]. Αξίζει, επίσης, να σημειωθεί πως η μιτοχονδριακή μετατόπιση 
του GR, παρατηρήθηκε μόνο σε κύτταρα που αποκρίνονται στην επαγόμενη από τα 
γλυκοκορτικοειδή απόπτωση και όχι στους ανθεκτικούς στα γλυκοκορτικοειδή 
κυτταρικούς τύπους. Το γεγονός αυτό εξαίρει μία ποιοτική διαφορά στη συμπεριφορά 
του GR, η οποία μπορεί να εξηγήσει τη διαφορετική απόκριση ορισμένων καρκινικών 
κυττάρων στη θεραπεία με γλυκοκορτικοειδή [Schlossmacher et al., 2011].
Ολοκληρώνοντας την ενότητα της απόπτωσης, πρέπει να γίνει διάκριση 
μεταξύ δύο εννοιών που συχνά συγχέονται, της απόπτωσης και της νέκρωσης. 
Πρόκειται για δύο διαφορετικές διαδικασίες, ικανές να συμβούν σε ένα κύτταρο 
ανεξάρτητα, διαδοχικά αλλά και ταυτόχρονα. Συνήθως, το είδος αλλά και η ισχύς του 
ερεθίσματος καθορίζουν αν τα κύτταρα θα ακολουθήσουν την οδό της απόπτωσης ή 
της νέκρωσης. Σε χαμηλές δόσεις ένας μεγάλος αριθμός ζημιογόνων παραγόντων, 
συμπεριλαμβανομένης της θερμότητας και της ακτινοβολίας, μπορούν να οδηγήσουν 
ένα κύτταρο σε απόπτωση, αλλά τα ίδια ερεθίσματα σε υψηλότερες δόσεις μπορούν 
να το οδηγήσουν σε νέκρωση. Με άλλα λόγια, η νέκρωση χαρακτηρίζεται από εκτενή 
κυτταρική λύση σε περιπτώσεις οξέων και μη φυσιολογικών τραυματισμών 
[(Debnath J, 2005); (Formigli L, 2000)].
1.7 Υποδοχέας των γλυκοκορτικοειδών και γλυκονεογένεση
1.7.1 Ο υποδοχέας των γλυκοκορτικοειδών στη ρύθμιση της 
γλυκονεογένεσης
Ο υποδοχέας των γλυκοκορτικοειδών συμμετέχει και ρυθμίζει μία ποικιλία 
φυσιολογικών κυτταρικών διεργασιών και βιολογικών μονοπατιών, ασκώντας τη
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δράση του είτε ως πυρηνικός μεταγραφικός παράγοντας, είτε δρώντας άμεσα ή 
έμμεσα στο μιτοχονδριακό γονιδίωμα.
Όπως αναφέρθηκε και στην προηγούμενη παράγραφο, μία από τις 
σημαντικότερες διαδικασίες, στις οποίες εμπλέκεται ο GR, είναι ο έλεγχος του 
ενεργειακού μεταβολισμού, μέσω της επαγωγής ενζύμων της αναπνευστικής 
αλυσίδας - οξειδωτικής φωσφορυλίωσης (OXPHOS). Σημαντική, ωστόσο, είναι και η 
εμπλοκή του στη μεταγραφική ρύθμιση ενζύμων της γλυκονεογένεσης.
H επαγόμενη από τα γλυκοκορτικοειδή σύνθεση ενζύμων της 
γλυκονεογένεσης, μεταξύ αυτών και της PEPCK, είναι μία σημαντική διαδικασία για 
τη μακροχρόνια συντήρηση της ομοιόστασης της γλυκόζης κατά τη στρεσογόνο 
περίοδο στα σπονδυλωτά [Hanson and Reshef, 1997]. Έτσι, τα γλυκοκορτικοειδή 
διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στον έλεγχο της ενεργειακής ισορροπίας [La Fleur, 
2006].
H γλυκόζη χρησιμεύει ως μία από τις κύριες πηγές ενέργειας στο ανθρώπινο 
σώμα και ειδικά στον εγκέφαλο. Σε ένα ζωντανό οργανισμό, το ήπαρ διαδραματίζει 
σημαντικό ρόλο στη διατήρηση της ομοιόστασης της γλυκόζης στο πλάσμα του 
αίματος, ελέγχοντας την ισορροπία μεταξύ της πρόσληψης γλυκόζης από το ήπαρ και 
της παραγωγής γλυκόζης από το ίδιο όργανο. H ρύθμιση αυτή εξαρτάται σε μεγάλο 
βαθμό από τη διατροφική κατάσταση του οργανισμού.
Εάν τα επίπεδα της γλυκόζης στο αίμα είναι μεγαλύτερα απ’ ότι χρειάζεται 
για τον κυτταρικό μεταβολισμό, η περίσσεια της γλυκόζης αποθηκεύεται υπό τη 
μορφή γλυκογόνου ή συντίθεται λίπος. H ινσουλίνη και η γλυκόζη δρουν 
συνεργιστικά στην προώθηση της έκφρασης γονιδίων που χρησιμεύουν στη 
δέσμευση γλυκόζης και στη σύνθεση λιπαρών οξέων.
Αντίθετα, σε περιπτώσεις μειωμένης πρόσληψης υδατανθράκων, τα 
αποθέματα γλυκογόνου καταβολίζονται για να δώσουν γλυκόζη, ενώ παράλληλα 
όταν η πρόσληψη υδατανθράκων είναι μειωμένη για μεγάλο διάστημα, απαιτείται η 
παραγωγή γλυκόζης, ώστε η συγκέντρωσή της να διατηρείται σε φυσιολογικά 
επίπεδα στο πλάσμα του αίματος. Αυτό δύναται να γίνει με προώθηση της 
διαδικασίας της γλυκονεογένεσης.
H γλυκονεογένεση αναφέρεται στο μεταβολικό μονοπάτι, όπου μόρια 
γλυκόζης συντίθενται από μη υδατανθρακικά πρόδρομα μόρια, όπως το γαλακτικό, 
τα αμινοξέα και η γλυκερόλη. Ρυθμίζεται από την ενεργότητα τριών ενζύμων: της 
καρβοξυκινάσης του φωσφοενολοπυροσταφυλικού (PEPCK), της
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φωσφοφρουκτοκινάσης και της φωσφατάσης της 6-φωσφορικής γλυκόζης (G6Pase). 
Δεν έχουν όλοι οι κυτταρικοί τύποι τη δυνατότητα της γλυκονεογένεσης, ενώ όλη η 
διαδικασία έχει μελετηθεί εκτενέστερα κυρίως σε ό, τι αφορά τους φυσιολογικούς 
ρόλους της PEPCK.
1.7.2 Η καρβοξυκινάση του φωσφοενολοπυροσταφυλικού (PEPCK)
Η PEPCK καταλύει ένα περιοριστικό βήμα του ρυθμού της γλυκονεογένεσης, 
συνεπώς η ενεργότητα του ενζύμου καθορίζει το ποσό της γλυκόζης που δύναται να 
παραχθεί. Γι’ αυτό, τόσο το γονίδιο όσο και η πρωτεΐνη της PEPCK φαίνεται να 
υπόκεινται σε ρύθμιση από έναν αριθμό διάφορων φυσιολογικών καταστάσεων. Ως 
απάντηση σε διάφορα ερεθίσματα, το ποσό της πρωτεΐνης της PEPCK αυξάνεται ή 
μειώνεται δραματικά, με την κυτταροπλασματική ισομορφή του ενζύμου να είναι 
αυτή που ποικίλλει περισσότερο σε έκφραση.
Η κυριότερη ρύθμιση, στην οποία υπόκειται η PEPCK, πραγματοποιείται σε 
μεταγραφικό επίπεδο. Η μεταγραφή του γονιδίου της PEPCK αυξορυθμίζεται από 
διάφορα φυσιολογικά σήματα, συμπεριλαμβανομένων ορμονών, την τιμή του 
ενδοκυτταρικού pH, τη μερική πίεση του οξυγόνου και πιθανότατα ακόμα και από τη 
γλυκόζη ή κάποιον από τους μεταβολίτες της. Ένα δίκτυο από ρυθμιστικούς 
παράγοντες συμπεριλαμβανομένων των ΗΝΡ4α, GR, FoxOl και PGCl-α, δείχτηκε 
πως συνεργάζονται στη ρύθμιση της έκφρασης της PEPCK σε κατάσταση δίαιτας.
Η μεταγραφή της PEPCK έχει μελετηθεί εκτενώς σε ιστούς, όπως το ήπαρ, οι 
νεφροί και ο λιπώδης ιστός. Πιο πρόσφατα έχει παρατηρηθεί ενδιαφέρον και για την 
έκφρασή της στους πνεύμονες και στο έντερο. Παρ’ όλα αυτά, ελάχιστα είναι γνωστά 
για τη μεταγραφική της ρύθμιση στον εγκέφαλο.
Οι ορμόνες που ελέγχουν τη μεταγραφή της PEPCK είναι η γλυκαγόνη, τα 
γλυκοκορτικοειδή (τόσο τα φυσικά στεροειδή, όπως η κορτιζόλη, όσο και τα 
συνθετικά στεροειδή, όπως η δεξαμεθαζόνη), οι ορμόνες του θυρεοειδούς αδένα και 
το ρετινοϊκό οξύ, παρουσιάζοντας μια ισχυρή γλυκονεογενετική δράση. Η γλυκαγόνη 
αυξάνει τα επίπεδα του ενδοκυτταρικού cAMP, το οποίο αυξάνει τη μεταγραφή του 
γονιδίου της PEPCK, δρώντας μέσω ενός στοιχείου που αποκρίνεται στο cAMP 
(cAMP Response Element, C R E).^ “αποκρινόμενο στοιχείο” αναφέρεται σε ένα 
τμήμα του DNA ανοδικά της κωδικής περιοχής της πρωτεΐνης PEPCK, που αυξάνει
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τη μεταγραφή, όταν κατάλληλος συνδυασμός μορίων cAMP και συνδετικών 
πρωτεϊνών παρίστανται στον πυρήνα. Παρομοίως, οι στεροειδείς ορμόνες δρουν 
μέσω ενός στοιχείου που αποκρίνεται στα γλυκοκορτικοειδή (GRE), το οποίο 
εντοπίζεται στη ρυθμιστική περιοχή του υποκινητή του γονιδίου της PEPCK.
1.8 Τα τριτερπένια
1.8.1 Γενικές πληροφορίες
Τα τερπένια ή τερπενοειδή αποτελούν τη μεγαλύτερη ομάδα δευτερογενών 
μεταβολιτών των φυτών. Στους δευτερογενείς μεταβολίτες ανήκουν, ακόμη, τα 
αλκαλοειδή και οι φαινολικές ενώσεις. Οι περισσότερες από τις διαφορετικές ενώσεις 
της ομάδας αυτής είναι αδιάλυτες στο νερό, γι’ αυτό και υπάρχουν στην επίγεια αλλά 
και στη θαλάσσια χλωρίδα και πανίδα. Η ονομασία τερπένιο προέρχεται από τη 
γερμανική λέξη terpentin (νέφτι), διότι από το προϊόν αυτό απομονώθηκαν τα πρώτα 
μέλη της ομάδας [Taiz and Zeiger, 2012].
Με βάση την αφθονία και την ποικιλία τους, τα τερπένια μπορούν να 
αξιοποιηθούν σε μια σειρά από βιομηχανικές και ιατρικές εφαρμογές ενώ η 
διατήρησή τους, κυρίως στο φυτικό βασίλειο, έχει προσελκύσει το ενδιαφέρον της 
επιστημονικής κοινότητας, τόσο εξελικτικά όσο και λειτουργικά [Bhatti HN, 2014]. 
Πιο αναλυτικά, στη φαρμακοβιομηχανία έχουν αξιοποιηθεί για τις δυνατότητες και 
την αποτελεσματικότητά τους ως φάρμακα, με χαρακτηριστικό παράδειγμα τη 
μενθόλη, στη βιομηχανία τροφίμων έχουν χρησιμοποιηθεί ως ενισχυτικά γεύσης, ενώ 
το πιο ευρέως γνωστό και συχνά χρησιμοποιούμενο τερπένιο είναι το φυσικό 
καουτσούκ.
Τα τερπένια σχηματίζονται από τη σύντηξη μονάδων ισοπρενοειδών με πέντε 
άτομα άνθρακα. Οι βασικές δομικές μονάδες των τερπενίων μερικές φορές 
ονομάζονται και μονάδες ισοπρενίου, επειδή τα τερπένια μπορεί να αποσυντεθούν σε 
υψηλές θερμοκρασίες και να σχηματίσουν ισοπρένιο. Κατά συνέπεια, τα τερπένια 
είναι ολιγομερείς μεταβολίτες του πυροφωσφορικού ισοπεντανίου, αποτελούμενοι 
από έξι μονάδες ισοπρενίου (C6H8), γι’ αυτό και μερικές φορές αναφέρονται ως 
ισοπρενοειδή [Taiz and Zeiger, 2012].
Η ταξινόμηση των τερπενίων γίνεται σύμφωνα με τον αριθμό των μονάδων C5 
(ισοπρενοειδών) που περιέχουν, αν και μερικές φορές μπορεί να καταστεί δύσκολη η 
αναγνώριση των καταλοίπων με τα πέντε άτομα άνθρακα, λόγω των εκτεταμένων
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μεταβολικών τροποποιήσεων που υφίστανται τα αρχικά μόρια. Έτσι, τερπένια με 10 
άτομα άνθρακα, που αποτελούνται από δύο μονάδες C5, ονομάζονται μονοτερπένια. 
Τερπένια με 15 άτομα άνθρακα (τρεις μονάδες C5) ονομάζονται σεσκιτερπένια και 
τερπένια με 20 άτομα άνθρακα (τέσσερις μονάδες C5) ονομάζονται διτερπένια. 
Μεγαλύτερα τερπένια περιλαμβάνουν τριτερπένια (30 άτομα άνθρακα), 
τετρατερπένια (40 άτομα άνθρακα) και πολυτερπενοειδή ([C5]n άτομα άνθρακα, όπου 
n>8) [Taiz and Zeiger, 2012].
Τα τερπένια συντίθενται μέσω της οδού του μεβαλονικού οξέος (mevalonic 
acid pathway). Σ’ αυτήν την οδό, τρία μόρια ακέτυλο-CoA ενώνονται διαδοχικά για 
να σχηματίσουν το μεβαλονικό οξύ. Αυτή η ένωση των έξι ατόμων άνθρακα στη 
συνέχεια πυροφωσφορυλιώνεται, αποκαρβοξυλιώνεται και αφυδατώνεται για να 
σχηματιστεί το διφωσφορικό ισοπεντενύλιο (isopentenyl diphosphate, IPP). Το IPP 
είναι η ενεργοποιημένη δομική μονάδα των τερπενίων που αποτελείται από πέντε 
άτομα άνθρακα [Taiz and Zeiger, 2012] .Οι σκελετοί του άνθρακα κυκλοποιούνται 
από την οικογένεια των κυκλασών του οξειδοσκουαλενίου, η οποία είναι εξαιρετικά 
διαδεδομένη στα φυτά. Οι κυκλάσες αυτές μετατρέπουν το οξειοδοσκουαλένιο σε μία 
ή περισσότερες κυκλικές αλκοόλες τριτερπενίου με έως και έξι καρβοκυκλικούς 
δακτυλίους. Το απλούστερο τριτερπένιο βάση του οποίου σχηματίζονται τα 
απλούστερα τριτερπενοειδή είναι το σκουαλένιο (C30). Βάση του σκουαλενίου, 
προκύπτει μία εξαιρετικά ποικιλόμορφη ομάδα φυσικών προϊόντων, αποτελούμενη 
από περισσότερα από 20.000 γνωστά μέλη. Μερικοί πολύ γνωστοί εκπρόσωποι αυτής 
της ομάδας είναι οι ομάδες αμυντικών μεταβολιτών του φυτού, δηλαδή οι σαπωνίνες, 
τα καρδιακά γλυκοζίδια ή καρδενολίδια, τα στεροειδή και τα λεμονοειδή [(Petronelli 
A, 2009); (Γαλάτης Β., 2009); (Phillips DR, 2006); (Liu J, 1995); (Yan XJ, 2014)].
Μία σημαντική υποομάδα της οικογένειας των τερπενίων αποτελούν τα 
τριτερπένια. Κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης των φυτών, τα τριτερπένια αποτελούν 
απαραίτητες πρόδρομες ουσίες των κυτταρικών μεμβρανών και των στεροειδών 
ορμονών. Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελούν τα απλά τριτερπένια α- και β- 
αμυρίνη, τα οποία έχει αποδειχθεί ότι είναι τα δομικά συστατικά των μεμβρανών 
κατά την κανονική αύξηση και ανάπτυξη των οσπρίων. Επιπλέον, τα τριτερπένια 
παίζουν σημαντικό ρόλο στην άμυνα των φυτών από παθογόνες καταστάσεις, όπως η 
προστασία τους από φυτοφάγους οργανισμούς [Phillips et al., 2006]. Τέλος, οι 
φαρμακευτικές τους ιδιότητες, όπως η αντικαρκινική, η αντιφλεγμονώδη, η 
αντιοξειδωτική, καθώς και οι εφαρμογές τους στη βιομηχανία τροφίμων, καθιστούν
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τα τριτερπενοειδή ως μια πολύ σημαντική ομάδα φυτικών προϊόντων [Osbourn et al 
2011].
1.8.2 Τα τριτερπενοειδή ως εν δυνάμει αντικαρκινικοί παράγοντες
Τα τριτερπενοειδή έχουν προσελκύσει έντονο ενδιαφέρον ως εν δυνάμει 
αντικαρκινικοί παράγοντες. Έχουν σαφή αποτελεσματική δράση στην πρόληψη και 
θεραπεία του καρκίνου σε διάφορα ζωικά μοντέλα και είναι υπό αξιολόγηση ως 
αντικαρκινικά φάρμακα αλλά και για άλλες θεραπευτικές τους ιδιότητες. Πιο 
συγκεκριμένα, η ικανότητά τους να καταστέλλουν την ογκογένεση, βασίζεται στην 
παρεμπόδιση της ενεργοποίησης του πυρηνικού παράγοντα NF-κΒ, στην επαγωγή 
της απόπτωσης, στην αναστολή των μηχανισμών μεταγωγής σήματος, του 
κυτταρικού πολλαπλασιασμού και της αγγειογένεσης, στην πρόκληση 
μιτοχονδριακών δυσλειτουργειών και, τέλος, στη διαμόρφωση της έκφρασης των 
γονιδίων που βρίσκονται στους περισσότερους όγκους και σχετίζονται με την 
ανθεκτικότητα στην χορήγηση πολλαπλών σκευασμάτων (reversing multidrug 
resistance, MDR).
Για την επαγωγή της απόπτωσης από τα τριτερπενοειδή, έχουν αναφερθεί 
διάφοροι μηχανισμοί, με κυριότερο την καταστολή της έκφρασης του Bcl-2 γονιδίου 
και την επαγωγή της κασπάσης 3. Εναλλακτικά, τα τριτερπενοειδή μπορούν να 
επάγουν την απόπτωση μέσω του μιτοχονδιακού μονοπατιού ή μέσω ενίσχυσης του 
παράγοντα νέκρωσης όγκων (tumor necrosis factor, TNF), ενώ βρίσκεται υπό 
εξέταση ένα νέο μονοπάτι επαγωγής απόπτωσης, που βασίζεται στην καταστολή της 
έκφρασης του γονιδίου της τελομεράσης hTERT και κατ’ επέκταση στην αναστολή 
της δράσης της αντίστοιχης τρανσφεράσης των τελομερών.
Εκτός από τις αντικαρκινικές δράσεις, στα τριτερπένεια έχουν αποδοθεί 
αντιφλεγμονώδεις, αντιμικροβιακές, αναλγητικές, αντιικές, αντιμυκητιακές, 
ανοσορυθμιστικές και ηπατοπροστατευτικές ιδιότητες. Ωστόσο, η αιμολυτική και 
κυτταροστατική δράση πολλών τερπενείων έχει περιορίσει δραματικά τη 
φαρμακευτική τους χρήση κι έχει στρέψει το ενδιαφέρον στην τροποποίησή τους με 
τη βοήθεια χημικών και βιοτεχνολογικών τεχνικών. Έτσι, αποτελούν ικρίωμα για τη 
σύνθεση πολλών νέων χημικών σκευασμάτων, γεγονός που αποδίδεται στον 
ομοιογενή ανθρακικό σκελετότους [(Yan XJ, 2014); (Shah SA, 2014); (Malinowska 
M, 2013); (Salminen A, 2008); (Molnar J, 2006)].
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Εικόνα 1.23 Χημική δομή των κυριότερων τριτερπενοειδών που μελετήθηκαν για τις αντικαρκινικές 
τους ιδιότητες [Από Petronelli et al., 2009].
1.8.3 Το echinocystic acid και το 3-Ο γλυκοσίδιο αυτού
Το echinocystic acid αποτελεί ένα φυσικό γλυκοκορτικοειδές, που βρίσκεται 
σε αφθονία σε πολλά βότανα και έχει δειχθεί ότι έχει ογκοκατασταλτική δράση, γι’ 
αυτό και χρησιμοποιείται για ιατρικούς σκοπούς σε πολλές ασιατικές χώρες [(Gene et 
al., 1996); (Navarro et al., 2001)]. Παρ’ όλα αυτά, ο μοριακός μηχανισμός αυτής τους 
της δράσης δεν είναι ακόμα κατανοητός. Σε πειράματα που έγιναν στην HepG2 
ανθρώπινη καρκινική σειρά, η οποία είναι μία από τις πιο ευρέως χρησιμοποιούμενες 
κυτταρικές σειρές για in vitro μελέτες σε ηπατοκυτταρικά καρκινώματα, βρέθηκε ότι 
το echinocystic acid επάγει την απόπτωση, μέσω των JNK- και p38-μεσολαβούμενων 
μιτοχονδριακών μονοπατιών.
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Αυτό συμβαίνει γιατί η JNK κινάση (c-Jun NH2-terminal kinase), από τη μία 
απενεργοποιεί την αντιαποπτωτική πρωτεΐνη Bcl-2 [(Park et a l, 1997); (Lei et al,
2002) ], αλλά επίσης περικόπτει και ενεργοποιεί την αποπτωτική πρωτεΐνη Bid. Η 
περικομμένη πρωτεινη Bid προκαλεί την απελευθέρωση του κυτοχρώματος c από το 
μιτοχόνδριο, την ενεργοποίηση της κασπάσης 3 και τελικά την επαγωγή της 
απόπτωσης [(Deng et a l, 2003); (Xu and Thornalley, 2001); (Clarke and Tyler,
2003) ]. Η p38 κινάση, από την άλλη, επάγει την απόπτωση, είτε φωσφορυλιώνοντας 
άμεσα και ενεργοποιώντας τον p53 (βλέπε παράγραφο 1.6.2.1) [Kwon et a l, 2002], 
είτε ενεργοποιώντας τον NF-κΒ [Shimada et al, 2003]. Παρ’ όλα αυτά, ο ακριβής 
μηχανισμός, με τον οποίο η p38 κινάση, ο p53 και ο NF-κΒ παίζουν ρόλο στην 
επαγώμενη από το echinocystic acid, μένει ακόμα να αποσαφηνιστεί. Επιπρόσθετα, 
στα πειράματα που έγιναν με το echinocystic acid στα HepG2 κύτταρα, βρέθηκε ότι η 
ουσία αυτή, αρχικά, ενεργοποιεί την κασπάση 8, η οποία έχει ως αποτέλεσμα είτε την 
περικοπή της Bid, είτε τη μείωση του Bcl-2 και τελικά την επαγωγή της απόπτωσης.
Επιπλέον, άλλες πειραματικές διαδικασίες έχουν αναδείξει την κυτταροτοξική 
δράση του echinocystic acid και στην ανάπτυξη κάποιων άλλων καρκινικών 
κυτταρικών σειρών, όπως η Α375, η L929 και η HeLa [(Gene et al, 1996); (Navarro 
et al., 2001); (Dong et a l, 2003)]. Έτσι, όλα αυτά τα πειραματικά δεδομένα 
ενισχύουν την κατανόηση της αντικαρκινικής δράσης του echinocystic acid στη 
φυτοθεραπεία και προτείνουν ότι ίσως να αντιπροσωπεύει μία πολλά υποσχόμενη 
κατηγορία ενώσεων, η οποία έχει μεγάλο ενδιαφέρον στην χημειοπροστασία του 
καρκίνου [Xuhui et al., 2004]. Οι χημικοί τύποι του echinocystic acid και του 3-Ο 
γλυκοσιδίου αυτού παρουσιάζονται στην ακόλουθη εικόνα.
Εικόνα 1.24 Αναπαράσταση της δομής (α) του echinocystic acid και (β) του 3-Ο γλυκοσιδίου του 
echinocystic acid [Από www.rdchemicals.com].
71
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 06:28:57 EET - 137.108.70.7
2. ΣΚΟΠΟΣ
Η σημασία των σηματοδοτικών μονοπατιών των γλυκοκορτικοειδών 
διαφαίνεται από την πληθώρα των θετικών βιολογικών επιδράσεων που ασκούν στον 
οργανισμό, με κυριότερες τη ρύθμιση των επιπέδων της γλυκόζης αλλά και τις 
σημαντικές αντιφλεγμονώδεις και αντικαρκινικές δράσεις τους. Παρ’ όλα αυτά, 
εμφανίζουν και διάφορες επιβλαβείς για τον οργανισμό δράσεις, όπως ο διαβήτης, η 
οστεοπόρωση αλλά και δερματικές ή οφθαλμολογικές διαταραχές..
Με βάση, λοιπόν, τις παρενέργειες που έχουν παρουσιαστεί σε ασθενείς μετά 
τη χορήγηση γλυκοκορτικοειδών και σε συνδυασμό με τις δομικές ομοιότητες που 
έχουν ανακαλυφθεί μεταξύ των τριτερπενίων και των γλυκοκορτικοειδών, έχει 
προκύψει η ανάγκη εύρεσης εκλεκτικών αγωνιστών για τον υποδοχέα των 
γλυκοκορτικοειδών (SEGRAs), το ίδιο αποτελεσματικών με τα γλυκοκορτικοειδή, 
αλλά με σαφώς μειωμένες τις ανεπιθυμητές επιδράσεις τους. Παράλληλα, η φυτική 
προέλευση των ενώσεων αυτών μπορεί να παρουσιάζει και χαμηλότερο οικονομικό 
κόστος, γεγονός που αποτελεί σημαντικό πλεονέκτημα για την ενδελεχή μελέτη τους.
Όλα τα παραπάνω σε συνδυασμό με προηγούμενες παρατηρήσεις στο 
εργαστήριο μας, που έδειξαν ότι δύο τριτερπένια, το echinocystic acid και το 3-Ο- 
glycoside of echinocystic acid, προκαλούν ενεργοποίηση της πυρηνικής μετακίνησης 
του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών, αποτέλεσαν το έναυσμα για την εκτέλεση της 
παρούσας διπλωματικής εργασίας, που σκοπό έχει τη διερεύνηση της πιθανής 
επιτέλεσης των δράσεων των προαναφερθέντων μορίων, ιδιαίτερα της 
αντιφλεγμονώδους και αντικαρκινικής δράσης τους, μέσω του υποδοχέα των 
γλυκοκορτικοειδών.
Συγκεκριμένα, πραγματοποιήθηκαν δοκιμασίες λουσιφεράσης για τον έλεγχο 
της επίδρασης των ουσιών αυτών στην μεταγραφική δραστικότητα τόσο του GR, όσο 
και του NF-κΒ, απουσία και παρουσία υπερεκφρασμένου GR, καθώς και αναλύσεις 
Western Blot για τον έλεγχο της επίδρασης των ουσιών στα επιπέδα έκφρασης 
διαφόρων γονιδίων-στόχων του GR που εμπλέκονται στον μεταβολισμό της γλυκόζης 
καθώς και σε αποπτωτικούς μηχανισμούς. Όλα τα πειράματα πραγματοποιήθηκαν 
στην ανθρώπινη καρκινική σειρά HeLa.
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3. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ
3.1 ΥΛΙΚΑ
Ακολουθεί μια λίστα με τα υλικά που χρησιμοποιήθηκαν κατά την εκπόνηση της 
παρούσας διπλωματικής εργασίας και αναφέρονται οι εταιρείες από τις οποίες 
προέρχονταν. Όσα αντιδραστήρια χρησιμοποιήθηκαν σε διαδικασίες 
κυτταροκαλλιέργειας σημειώνονται με αστερίσκο (*).
3.1.1 Αντιδραστήρια
3.1.1.1 Χημικά
Ammonium Persulfate (APS) (Sigma)
Bradford protein assay (Bio-rad)
Bovine Serum Albumin (BSA) (Sigma)
Charcoal, dextran coated (Sigma)
Dexamethasone (DEX) (Riedel-de Haen) *
Dimethyl sulfonyl Chloride (DMSO) (Sigma) *
Dithiothreitol (DTT) (SERVA)
EDTA (Panreac)
Fetal Bovine Serum (FBS) Gibco® (Life Technologies - Invitrogen) *
HCl (Merck)
KCl (Merck)
KH2PO4 (Merck)
L-Glutamine (Life Technologies - Invitrogen) *
Lipofectamine® 2000 (Life Technologies - Invitrogen) *
Na2HPO4 (Merck)
NaCl (Panreac)
NaHCOs (Merck)
NaOH (Merck)
ο-nitrophenyl β-D-galactoside (ONPG) (Sigma)
Opti-MEM ® (Life Technologies - Invitrogen) *
Phenyl methyl Sulfonyl Floride (PMSF) (SERVA)
Polyvinyl alcohol (PVA) (Sigma)
Sodium dodecyl Sulfate (SDS) (SIGMA)
Skimmed milk powder (Regilait)
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TEMED (Research Organics)
Tris base (Merck)
Trypsin-EDTA 5% 10* (Gibco) *
Tween 20 (Euroclone)
Αιθανόλη (Panreac και Merck) 
β-μερκαπτοαιθανόλη (Riedel-de Haen)
Γλυκερόλη (Panreac)
Γλυκίνη (AppliChem)
Ισοπροπανόλη (Scharlau)
Κυανούν της βρωμοφαινόλης (Research Organics)
Μάρτυρας μοριακών μεγεθών (ThermoScientific Fermentas)
Μεθανόλη (Merck)
Μεμβράνη νιτροκυτταρίνης Whatman (Protran)
Πενικιλλίνη-Στρεπταμυκίνη (Invitrogen)
Ρυθμιστικό διάλυμα λύσης κυττάρων *5 ή Lysis Buffer *5 (Promega) *
3.1.1.2 Θρεπτικά υλικά
Dulbecco’s modified eagle medium DMEM Gibco® (Life Technologies - Invitrogen)* 
LB Broth (Scharlau)
LB Agar (Scharlau)
3.1.1.3 Αντισώματα 
Πρωτογενή αντισώματα:
Μονοκλωνικό αντίσωμα β-ακτίνης από ποντικό (Sigma)
Μονοκλωνικό αντίσωμα κασπάσης 9 από ποντικό (Cell Signalling)
Πολυκλωνικό αντίσωμα PEPCK H-300 από κόνικλο (Santa-Cruz), με τον επίτοπο να 
αναγνωρίζει την ελαφριά αλυσίδα.
Πολυκλωνικό αντίσωμα GR H-300 από κόνικλο (Sigma)
Πολυκλωνικό αντίσωμα Bcl-2 από κόνικλο (Cell Signalling)
Πολυκλωνικό αντίσωμα κασπάσης 3 από κόνικλο (Abcam)
Πολυκλωνικό αντίσωμα p65 (NF-κΒ) από κόνικλο (Santa Cruz)
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Δευτερογενή αντισώματα:
Αντίσωμα για mouse IgG-HRP (Pierce Laboratories). 
Αντίσωμα για rabbit IgG-HRP (Pierce Laboratories).
3.1.1.4 Βακτηριακά στελέχη
Χρησιμοποιήθηκαν βακτήρια Escherichia coli στελέχους DH5αTM (Life Technologies 
- Invitrogen), o γονότυπος των οποίων περιγράφεται στους Sambrook et al. [1989].
3.1.1.5 Πλασμιδιακοί φορείς
Στα πειράματα διαμόλυνσης των κυττάρων HeLa χρησιμοποιήθηκαν οι πλασμιδιακοί 
φορείς pMMTV-GRE-Luc και pSV40-β-Gal.
Εικόνα 3.1 Αναπαρίστανται οι μοριακές κατασκευές των πλασμιδιακών φορέων που 
χρησιμοποιήθηκαν στα πειράματα παροδικής διαμόλυνσης των κυττάρων HeLa.
Α) Πλασμιδιακός φορέας pMMTV-Luc, με τον υποκινητή να φέρει GREs αλληλουχίες.
Β) Πλασμιδιακός φορέας που φέρει το γονίδιο της β-Gal.
3.1.1.6 Διαλύματα
DEX:
Είναι διαλυμένη σε EtOH 100 % και αποθηκεύεται στους 20 °C σε συγκέντρωση 1 
mM. Χρησιμοποιείται σε τελική συγκέντρωση 1 kM.
75
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 06:28:57 EET - 137.108.70.7
RU-486:
Είναι διαλυμένο σε DMSO. Είναι φωτοευαίσθητο και αποθηκεύεται στους -20 °C σε 
συγκέντρωση 10-1 Μ. Περαιτέρω αραιώνεται σε 100% EtOH, ώστε να προκύψει 
συγκέντρωση 10 mM. Χρησιμοποιείται σε τελική συγκέντρωση 10-5 M.
PMSF 200 mM:
Για την παρασκευή 2 mL PMSF 200 mM διαλύονται 0.07 gr PMSF σε 2 mL 
ισοπροπανόλης. Γίνεται ο διαμοιρασμός του σε aliquots των 200 kL και 
αποθηκεύονται στους -20 °C.
Με αραίωση 10 % σε ισοπροπανόλη παρασκευάζονται διαλύματα PMSF 
συγκέντρωσης 20 mM.
Διάλυμα λύσης κυττάρων με χρήση υπερήχων (Sonication Buffer):
Αποτελείται από 20 mM Tris pH 7.5, 0.5 % Triton X-100, 250 mM NaCl και 3 mM 
EDTA και αποθηκεύεται στους 4 °C. Σε 1 mL από το παραπάνω διάλυμα 
προστίθενται επιπλέον 0.5 kL PMSF 20 mM (20 °C) και 2 kL DTT 1 M (20 °C). Το 
DTT χρησιμεύει ως αναγωγικός παράγοντας.
Διάλυμα Bradford:
Stock 5*. Χρησιμοποιείται σε τελική συγκέντρωση 1*, αραιωμένο με ddH2O. Η 
αναλογία του χρησιμοποιούμενο όγκου από το δείγμα πρωτεϊνών προς τον όγκο του 
διαλύματος Bradford είναι 1:1000.
Sample Buffer 4*:
Αποτελείται από 1M Tris pH 6.8, 10 % γλυκερόλη, 10 % SDS, 5 % β- 
μερκαπτοαιθανόλη, 1 % κυανούν της βρωμοφαινόλης και αποθηκεύεται στους -20 
°C. Η β-μερκαπτοαιθανόλη αναγάγει τους δισουλφιδικούς δεσμούς και καταργεί την 
τριτοταγή δομή των πρωτεϊνών.
Tris 20 mM pH 7.5:
Σε πλαστικό σωληνάριο τύπου eppendorf (1.5 mL) αναμειγνύονται 20 μΐ stock 
διαλύματος Tris 1M pH 7.5 (4 °C) με 980 μΐ ddH2O. Το διάλυμα διατηρείται σε R.T.
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Tris-HCl 1.5 Μ pH 8.8:
Για την παρασκευή 0.2 L διαλύματος ζυγίζονται 36,342 gr Tris τα οποία διαλύονται 
σε dH2O. Το pH ρυθμίζεται στο 8.8 με προσθήκη HCl 12 M και συμπληρώνεται ο 
όγκος με dH2O. Το διάλυμα αποθηκεύεται στους 4 °C.
TEMED:
Χρησιμοποιείται χωρίς κάποια αραίωση, όπως ακριβώς παραλαμβάνεται. 
Αποθηκεύεται στους 4 °C.
APS 10 %:
Παρασκευάζεται διαλύοντας 100 mg APS σε 1 ml ddH2O. Αποθηκεύεται στους -20 
°C και κατά τη διάρκεια χρήσης του παραμένει τοποθετημένο σε πάγο (4 °C).
Μάρτυρας μοριακών μεγεθών:
Χρησιμοποιήθηκε κατάλληλος μάρτυρας μοριακών μεγεθών που καλύπτει ένα εύρος 
πρωτεϊνικών μεγεθών από 10 έως 170 kDa και διαθέτει προσημασμένη με πορτοκαλί 
χρώμα τη ζώνη των 70 kDa και με πράσινο χρώμα τη ζώνη στα 10 kDa.
Οι πρωτεΐνες βρίσκονται σεσημασμένες σε διάλυμα που αποτελείται από 62.5 mM 
Tris-H3PO4 (pH 7.5 στους 25 °C), 1 mM EDTA, 2 % SDS, 10 mM DTT, 1 mM NaN3 
και 33 % γλυκερόλη [ThermoFisher Scientific Inc., 2013].
Ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτροφόρησης (Running Buffer) 10*:
Ζυγίζονται 30.3 gr Tris base 0.25M και 144.00 gr γλυκίνης 1.92M τα οποία 
διαλύονται σε όγκο 1 L ddH2O. Δεν ρυθμίζεται το pH του διαλύματος και 
αποθηκεύεται σε R.T. [(Ornstein, 1964); (Davis, 1964)].
Ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτροφόρησης (Running Buffer) 1 *:
Για την παρασκευή του R.B. 1χ αραιώνονται 100 ml R.B. 10* σε 900 ml dH2O 
(αναλογία 1:9). Στο διάλυμα προστίθεται και SDS σε αναλογία 0.1 %. [Laemmli, 
1970]. Διατηρείται σε R.T.
Ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτρομεταφοράς (Transfer Buffer) 10*:
Αποτελείται από 10 % Running Buffer 10*, 20 % MetOH και 0.05 % SDS. Ο όγκος 
συμπληρώνεται με προσθήκη dH2O. Το διάλυμα φόρτωσης αποθηκεύεται στους 4 °C.
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Ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτρομεταφοράς (Transfer Buffer) 1 χ;
Για την παρασκευή 1L Transfer Buffer 1χ χρειάζονται 695ml dH2O, 200ml μεθανόλη 
100%, 100ml Running Buffer 10x και 5ml SDS 10%.
Ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών (PBS) 10χ;
Αποτελείται από Na2HPO4 1Μ, KH2PO4 20mM, NaCl 1.37 M και KCl 20mM. 
Αποθηκεύεται σε R.T.
Ρυθμιστικό διάλυμα PBS-T 1χ;
Το stock buffer PBS 10χ αραιώνεται σε κατάλληλο όγκο dH2O ή ddH2O και 
προστίθεται Tween-20 σε αναλογία 1 %. Ειδικότερα, για την παρασκευή 500ml PBS- 
T 1χ χρειάζονται 450ml dH20  ή ddH2O, 50ml PBS 10 χ και 0.5-1ml Tween-20. 
Αποθηκεύεται σε R.T.
Ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικού νατρίου (Sodium Phosphate buffer solution); 
Παρασκευάζεται ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικού νατρίου 0.1 M pH 7.5 με ανάμειξη 
κατάλληλων όγκων από τα stock διαλύματα μονοβασικού NaH2PO4 0.2 M και 
διβασικού Na2HPO4 0.2 M. Τα stock διαλύματα παρασκευάζονται με διαλύτη το 
H2O, κάνοντας τους κατάλληλους υπολογισμούς για τη μάζα της χημικής ένωσης που 
απαιτείται.
Διαλύματα για εμφάνιση σήματος:
Χρησιμοποιήθηκε το εμπορικό παρασκεύασμα της Kodak. Αποτελείται από ένα 
διάλυμα ανάπτυξης σήματος (Developer solution) και ένα διάλυμα μονιμοποίησης 
σήματος (Fixer solution). Τα εκάστοτε διαλύματα παρασκευάζονται με ανάμειξη 1:1
3,5 v/v από το αντίστοιχο διάλυμα (fixer ή developer) σε dH2O. Συγκεκριμένα, η 
σύστασή τους είναι 45ml Developer/Fixer και 127.5ml dH20.
3.1.2 Οργανολογία
Τα όργανα και μηχανήματα που χρησιμοποιήθηκαν ήταν κατά κύριο λόγο διαθέσιμα 
από το εργαστήριο Δομικής και Λειτουργικής Βιοχημείας του ΤΒΒ, καθώς επίσης και 
από το δωμάτιο κυτταροκαλλιεργειών του Τμήματος. Αναφέρονται τα βασικότερα εξ 
αυτών:
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Ανάστροφο μικροσκόπιο αντίθεσης φάσης (KRGSS)
Αυτόματοι πιππεταδόροι τύπου Gilson (0.2-10 kL, 1-10 kL, 20-200 kL, 100-1000 
KL)
Eπωαστικός κλίβανος CO2 (Galaxy 170S, New Brunswick)
Θάλαμος καθέτου νηματικής ροής (Laminar flow hood) μικροβιολογικής ασφάλειας 
επιπέδου II (TELSTARAV-30/70)
Θερμαινόμενος μαγνητικός αναδευτήρας (Nuova, Thermolyne)
Θερμαντική πλάκα heat-block (Thermoleader)
Κάθετος αναδευτήρας (SB3 stuart®)
Κυκλομείκτες (vortex)
Λουμινόμετρο-Μηχάνημα μέτρησης χημειοφωταύγειας (Lumat 3 LB 9508, Berthold 
Technology)
Ξηρός κλίβανος (WTB binder)
Συσκευή ηλεκτροφόρησης (Bio-Rad)
Συσκευές υπερήχων (sonicator)
Υδατόλουτρο
Φυγόκεντροι (Centrofriger-BLII, eppendorf Centrifuge 5810 R, eppendorf 
microcentrifuge 5415 D)
Φασματοφωτόμετρο ορατού φωτός (Spectronic® 20 GENESYS™)
3.1.2.1 Αναλώσιμα
Σωληνάρια για φύλαξη κυττάρων σε βαθιά κατάψυξη (cryovials ή cryotubes) 
Ειδικές φιάλες για ανάπτυξη ευκαρυωτικών κυττάρων (Flasks) (μεγέθοι T25, T75) 
Βαθμονομημένοι σωλήνες με καπάκι (falcons) (15 mL, 50 mL)
Πλαστικά σωληνάρια τύπου eppendorfs (1.5 mL, 2.0 mL)
Πιπέττες Serological (2, 5, 10 και 25 mL)
Ρύγχοι (0.2-10 kL, 20-200 kL και 100-1000 kL)
Πλάκες κυτταροκαλλιέργειας (well-plates) με 6* και 24* wells 
Καλυπτρίδες coverslips
Τρυβλία κυταρροκαλλιέργειας (3.5, 6.0, 9.0, 10.0 και 15.0 cm)
Αντικειμενοφόρες πλάκες μικροσκοπίου
3.2 ΜΕΘΟΔΟΙ
3.2.1 Διαχείριση Κυτταροκαλλιεργειών
Τα παρακάτω στοιχεία αποτελούν βασικούς κανόνες κατά την εργασία στο 
χώρο των κυτταροκαλλιεργειών και είναι σημαντικό να αναφερθούν πριν ξεκινήσει η 
περιγραφή των διαδικασιών που λαμβάνουν χώρα στον ειδικά διαμορφωμένο αυτόν 
χώρο.
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S  Όλες οι πειραματικές διαδικασίες εκπονούνται μέσα στον απαγωγό 
καθέτου νηματικής ροής.
S  Οτιδήποτε χρησιμοποιείται στον χώρο των κυτταροκαλλιεργειών 
ψεκάζεται με 70% EtOH πριν εισαχθεί στον απαγωγό.
S  Οτιδήποτε χρησιμοποιείται στις κυτταροκαλλιέργειες ανοίγει και κλείνει 
αυστηρά μέσα στον απαγωγό
S  ΠΑΝΤΑ, αφού λήξει η εργασία στον απαγωγό, εφαρμόζεται UV 
ακτινοβολία για 30 min, προκειμένου να καθαριστεί εσωτερικά ο χώρος. 
Συνίσταται έλεγχος καθαρότητας και πριν την έναρξη της εργασίας στον 
απαγωγό.
3.2.1.1 Καρκινική κυτταρική σειρά HeLa
Στην παρούσα διπλωματική εργασία, όλα τα πειράματα πραγματοποιήθηκαν 
στην ανθρώπινη καρκινική κυτταρική σειρά HeLa, η οποία ήταν ευγενική χορηγία 
του ΕΙΕ (Εθνικό Ίδρυμα Ερευνών) (Εικόνα 3.2). Η σειρά αυτή αποτελείται από 
καρκινικά κύτταρα του τραχήλου της μήτρας κι απομονώθηκε για πρώτη φορά το 
1951 από τον George Otto Gey, γνωστό ερευνητή της Ιατρικής Σχολής του John 
Hopkins. Το πλήρες γονιδίωμα των κυττάρων HeLa και η αλληλουχία τους 
δημοσιεύθηκαν τον Μάρτιο του 1953, ενώ ήταν τα πρώτα ανθρώπινα κύτταρα που 
κλωνοποιήθηκαν με επιτυχία το 1955. Ονομάστηκαν HeLa από τα αρχικά του 
ονόματος της ασθενούς από την οποία απομονώθηκαν, την 31-ετών Henrietta Lacks.
Όλα ξεκίνησαν μετά την παρατήρηση του Gey, πως σε αντίθεση με άλλα 
καρκινικά κύτταρα που βρίσκονταν σε καλλιέργεια και πέθαιναν μετά από 
συγκεκριμένο αριθμό κυτταρικών διαιρέσεων, τα κύτταρα της Henrietta’s συνέχιζαν 
να μεγαλώνουν και μάλιστα με πολύ γρήγορο ρυθμό. Έτσι, ο ερευνητής απομόνωσε 
ένα και μόνο κύτταρο, από το οποίο και προέκυψε ολόκληρη η κυτταρική σειρά. Τα 
κύτταρα HeLa είναι επιθηλιακά και αποτελούν την πρώτη ανθρώπινη κυτταρική 
σειρά που απομονώθηκε και την πιο συχνά χρησιμοποιούμενη, καθώς η καλλιέργεια 
τους αποτελεί αναπόσπαστο κομμάτι κάθε έρευνας που έχει σχέση με τον καρκίνο, 
παγκοσμίως [(Carson SD, 2013); (O’Brien SJ, 2001); (Callaway, 2013); (Callaway, 
2013b)].
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Ονομάζονται «αθάνατα», με την έννοια ότι μπορούν να πολλαπλασιάζονται 
επ’ αόριστον, όταν καλλιεργούνται κάτω υπό κατάλληλες συνθήκες καλλιέργειας. Τις 
περισσότερες φορές, αυτό αποτελεί ένα σπάνιο γεγονός, αφού η πλειοψηφία των 
κυττάρων, ακόμη και αυτά που βρίσκονται σε έναν καρκινικό ιστό, σταματά να 
πολλαπλασιάζεται μετά από έναν συγκεκριμένο αριθμό κυτταρικών διαιρέσεων. 
Ωστόσο, μία συνεχής κυτταρική σειρά, όπως τα κύτταρα HeLa, μπορεί να υποστεί 
ανακαλλιέργεια άπειρες φορές, χωρίς να χάσει κάποια ιδιότητα του κυτταρικού τύπου 
ή του ιστού απ’ όπου προέρχεται [Capes-Davis A, 2010]. Τέλος, υπάρχουν πολλά 
στελέχη κυττάρων HeLa, καθώς συνεχίζουν να μεταλλάσσονται σε κυτταρικές 
καλλιέργειες, αλλά όλα τα κύτταρα HeLa προέρχονται από τα ίδια αρχικά καρκινικά 
κύτταρα [(Landry et a l, 2013); (Rahbari, 2009)].
Εικόνα 3.2 Τα κύτταρα HeLa έτσι όπως 
φαίνονται στο μικροσκόπιο (Carson SD, 2013).
3.2.1.2 Απόψυξη κυττάρων
Τα κύτταρα βρίσκονται αποθηκευμένα στους -80oC ή σε υγρό άζωτο,μέσα σε 
ειδικά φιαλίδια, τα cryovials ή cryotubes. Η απόψυξή τους λαμβάνει χώρα στο 
υδατόλουτρο, το οποίο είναι ρυθμισμένο στους 37oC, κι αφού ξεπαγώσει το 
εσωτερικό του cryovial και γίνει εξωτερικός καθαρισμός του με 70% EtOH (70:30, 
EtOH:dH2O), αυτό εισάγεται στο εσωτερικό του απαγωγούκαθέτου νηματικής ροής, 
όπου και ανοίγεται. Στη συνέχεια, το εναιώρημα των κυττάρων μεταφέρεται σε ένα 
πλαστικό σωλήνα τύπου falcon (15ml) μαζί με περίπου 10ml θρεπτικού κι όλο μαζί 
φυγοκεντρείται για 5min, στα 1000rpm, σε RT (19-25oC). Έπειτα, το υπερκείμενο 
διάλυμα αφαιρείται με αναρρόφηση και το ίζημα επαναδιαλυτοποιείται σε
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θρεπτικόμέσο DMEM, παρουσία ερυθρού της φαινόλης, υψηλής περιεκτικότητας σε 
γλυκόζη (4,5mg/ml), εμπλουτισμένου με 1% v/v 200mML-γλουταμίνη (L-Glut), 1% 
ν/νπενικιλλίνη/στρεπταμυκίνη (Pen/Strept) και 10%v/vFBS. Η ποσότητα του 
θρεπτικού που χρησιμοποιείται κάθε φορά για την επαναδιαλυτοποίηση εξαρτάται 
από τη φλάσκα που θα χρησιμοποιηθεί για την καλλιέργεια.
Ειδικότερα, για T25 flask (φλάσκα επιφάνειας 25cm ) χρησιμοποιούνται 5ml 
DMEM, ενώ για T75 flask (φλάσκα επιφάνειας 75cm ) χρησιμοποιούνται 15ml 
DMEM. Τέλος, τα κύτταρα τοποθετούνται για ανάπτυξη στον επωαστήρα, όπου 
επικρατούν συνθήκες θερμοκρασίας 37oC και υγρασίας 5% CO2, κι αφήνονται εκεί 
μέχρι η πληρότητα της φλάσκας (confluency) να φτάσει το 80-85%. Το χρονικό 
διάστημα που χρειάζεται για να φτάσουν τα κύτταρα σε αυτό το ποσοστό πληρότητας 
διαφέρει μεταξύ των κυτταρικών σειρών, κι επηρεάζεται από διάφορους παράγοντες. 
Ένας από αυτούς είναι ο αριθμός των περασμάτων που έχει υποστεί η 
χρησιμοποιούμενη κυτταρική σειρά, καθώς επίσης και από το πόσο καλά έχει 
χειριστεί τα συγκεκριμένα κύτταρα ο χρήστης.
Τα κύτταρα αναπτύσσονται σε μονόστοιβη καλλιέργεια και η προσκόλλησή 
τους στο ταπήτιο της πλαστικής φλάσκας απαιτεί >24 h. Σε περίπτωση, όμως, που δεν 
έχει παρατηρηθεί το επιθυμητό confluency μέσα σε περίπου 48h, συνοδευόμενη ή μη 
από χρωματική αλλαγή στο θρεπτικό μέσο, συνίσταται η άμεση αλλαγή του 
θρεπτικού μέσου.
3.2.1.3 Καλλιέργεια κυττάρων HeLa
Για την καλλιέργεια των ευκαρυωτικών κυττάρων HeLa χρησιμοποιήθηκε 
θρεπτικό μέσο DMEM high glucose, εμπλουτισμένο με 10% v/v FBS, 1% v/v 200 
mM L-Glut και 1% v/v Pen/Strept (πλήρες θρεπτικό μέσο). Τα κύτταρα επωάζονται 
σε κλίβανο με ελεγχόμενη θερμοκρασία 37°C και ποσοστό CO2 ίσο με 5%.
Στα πειραματικά πρωτόκολλα που εφαρμόστηκαν, έγινε, επίσης, χρήση 
θρεπτικού μέσου cis-DMEM,TO οποίο είναι φωτοευαίσθητο και προκύπτει από το 
DMEM without phenol red, high glucose (4,5mg/ml), εμπλουτισμένο με 1% 
Pen/Strept, 1% L-Glut και 10% FBScis (Charcoal Inactivated Fetal Bovine Serum), 
το οποίο έχει απενεργοποιηθεί μετά από κατεργασία με ζωάνθρακα και είναι 
φωτοευαίσθητο.
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Επιπλέον, πραγματοποιείται καθημερινή παρατήρηση των κυττάρων σε 
ανάστροφο μικροσκόπιο αντίθεσης φάσης για αποφυγή τυχόν επιμολύνσεων, με 
έλεγχο της φυσιολογικής μορφολογίας των κυττάρων και της πληρότητας 
(confluency) της φλάσκας σε πληθυσμό κυττάρων. Σε κάθε περίπτωση πρέπει να 
αποφευχθεί πληρότητα μεγαλύτερη του 90%. Εάν συμβεί κάτι τέτοιο, σημαίνει ότι τα 
κύτταρα βρίσκονται σε κατάσταση stress, με αποτέλεσμα να εμφανίζουν αλλοιώσεις 
σε πολλές κυτταρικές διεργασίες. Με άλλα λόγια, παύουν πλέον να είναι αξιόπιστα 
για την διεξαγωγή πειραμάτων και συνίσταται η απόρριψή τους.
3.2.1.4 Θρυψινοποίηση κυττάρων
Όταν ο πληθυσμός των κυττάρων καλύψει περίπου το 80% της 
χρησιμοποιούμενης φλάσκας, πραγματοποιείται ανακαλλιέργεια των κυττάρων με τη 
χρήση διαλύματος πρωτεολυτικών ενζύμων. Αρχικά, απομακρύνεται με αναρρόφηση 
από την επιφάνεια της φλάσκας το θρεπτικό μέσο καλλιέργειας και προστίθεται 
ποσότητα διαλύματος θρυψίνης-EDTA 0.25%, κι αφήνεται να δράσει στον 
επωαστήραστους 37 °C. Η ποσότητα της θρυψίνης που προστίθεται πρέπει να είναι 
τόση, ώστε να διαβρέχει την εσωτερική επιφάνεια της φλάσκας, ενώ το χρονικό 
διάστημα επώασής της με τα κύτταρα, εξαρτάται από το πόσο γρήγορα θα 
παρατηρηθεί αποκόλληση των κυττάρων από τον πυθμένα της φλάσκας. Γι’ αυτόν 
τον λόγο, τα κύτταρα ελέγχονται σε τακτά χρονικά διαστήματα στο μικροσκόπιο. Στο 
στάδιο αυτό απαιτείται ιδιαίτερη προσοχή, καθώς επώαση των κυττάρων με θρυψίνη 
για μεγαλύτερο χρονικό διάστημα, στρεσάρει τα κύτταρα ενώ μπορεί, ακόμα, να 
συντελέσει και στην καταστροφή τους.
Αμέσως μόλις παρατηρηθεί αποκόλληση των κυττάρων στο μικροσκόπιο, 
ακολουθεί αδρανοποίηση της θρυψίνης με προσθήκη τετραπλάσιας ποσότητας (4*) 
θρεπτικού υλικού. Δηλαδή, η αναλογία όγκων είναι 5:1, θρεπτικό υλικό:διάλυμα 
θρυψίνης. Η αδρανοποίηση αυτή της θρυψίνης προκύπτει ως επακόλουθο της 
αλλαγής της τιμής του pH της αντίδρασης που λαμβάνει χώρα μέσα στη φλάσκα. Στη 
συνέχεια, ακολουθεί σχολαστική επαναιώρηση των κυττάρων, έτσι ώστε να σπάσουν 
πιθανά συσσωματώματα κυττάρων που έχουν δημιουργηθεί, ενώ ταυτόχρονα με τον 
τρόπο αυτόν διαβρέχεται καλά και η επιφάνεια της φλάσκας και μπορούν, έτσι, να 
αποκολληθούν τυχόν εναπομείναντα πάνω σε αυτήν κύτταρα. Το εναιώρημα των
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κυττάρων μεταφέρεταισε falcon και φυγοκεντρείται για 5 min, στα 1000rpm, σε RT 
(19-25oC).
Μετά το πέρας της φυγοκέντρησης, ακολουθεί αφαίρεση του υπερκείμενου 
διαλύματος και διαλυτοποίηση του ιζήματος των κυττάρων, με καλό πιπετάρισμα, 
στο μέσο καλλιέργειας (DMEM high glucose). Και σε αυτήν την περίπτωση η 
ποσότητα του θρεπτικού που θα χρησιμοποιηθεί, εξαρτάται τόσο από τη φλάσκα από 
την οποία προέρχονται τα κύτταρα, όσο και από το σκοπό που γίνεται η 
ανακαλλιέργεια. Αν, δηλαδή, πρόκειται να διεξαχθεί κάποιο πείραμα άμεσα, συνήθως 
επιστρέφεται μεγάλη ποσότητα κυττάρων από την αρχική καλλιέργεια και 
συμπληρώνεται με την κατάλληλη ποσότητα θρεπτικού υλικού.
Αντίθετα, όταν σκοπός της θρυψινοποίησης είναι απλά η διατήρηση της 
καλλιέργειας, τότε επιστρέφεται μια πολύ μικρή ποσότητα κυττάρων για 
ανακαλλιέργεια, συνήθως το 1/20 της αρχικής καλλιέργειας κυττάρων για Τ25 
φλάσκα και το 1/10 για Τ75 φλάσκα και συμπληρώνεται με την κατάλληλη ποσότητα 
θρεπτικού μέσου, δηλαδή 5 ml για Τ25 και 15 ml για T75 φλάσκα. Τα κύτταρα 
διασπείρονται ομοιόμορφα εντός της φλάσκας και αφήνονται προς επώαση στον 
ειδικό κλίβανο υπό ελεγχόμενες συνθήκες (37°C, 5% CO2).
Η διαδικασία επαναλαμβάνεται περίπου 2 φορές ανά εβδομάδα, ανάλογα με 
το χρόνο διπλασιασμού των κυττάρων. Μετά από κάθε θρυψινοποίηση, ο αριθμός 
του περάσματος (passage) των κυττάρων αυξάνεται κατά +1 και μαζί με την 
ημερομηνία διεξαγωγής της θρυψινοποίησης σημειώνονται στην επιφάνεια της 
φλάσκας, καθώς αποτελεί δείκτης της γήρανσης των κυττάρων.
3.2.1.5 Ψύξη κυττάρων
Η ψύξη των κυττάρων πραγματοποιείται συνήθως μετά τις πρώτες 
θρυψινοποιήσεις, ούτως ώστε να υπάρχουν μελλοντικά διαθέσιμα stock στους -80oC. 
Αμέσως μετά τη φυγοκέντρηση που πραγματοποιείται στη θρυψινοποίηση, για 5 min, 
στα 1000rpm, σε RT (19-25oC), το ίζημα των κυττάρων επαναδιαλυτοποιείται σε 
κατάλληλο όγκο FBS.
Η ποσότητα αυτή του FBS, στην οποία θα επαναδιαλυτοποιηθεί το ίζημα των 
κυττάρων καθορίζεται από τον λόγο FBS/DMSO= 9/1. Με άλλα λόγια, σε κάθε 
cryovial προστίθενται 0,9ml διαλύματος FBS μαζί με εναιώρημα κυττάρων και 0,1ml 
DMSO. Το DMSO χρησιμεύει ως κρυοπροστατευτικός παράγοντας και αμέσως μόλις
84
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 06:28:57 EET - 137.108.70.7
προστεθεί, γίνεται γρήγορη ανακίνηση, μεταφορά και αποθήκευση των cryovials 
στους-80oC.
3.2.1.6 Μέτρηση και στρώσιμο κυττάρων
Η μέτρηση των κυττάρων γίνεται στο μικροσκόπιο με τη βοήθεια 
αιμοκυτταρόμετρου (πλάκα Neubauer). Αρχικά, γίνεται θρυψινοποίηση των 
κυττάρων, με τη διαδικασία που περιγράφεται παραπάνω, δηλαδή σταμάτημα της 
πρωτεολυτικής αντίδρασης με προσθήκη θρεπτικού μέσου, φυγοκέντρηση (για 5 min, 
στα 1000 rpm, σε RT (19-25oC) του εναιωρήματος των κυττάρων, απόχυση του 
υπερκείμενου διαλύματος και αναδιάλυση του ιζήματος σε κατάλληλο όγκο 
θρεπτικού υλικού. Έτσι, λοιπόν, αμέσως μόλις επαναδιαλυτοποιηθεί το ίζημα που 
προκύπτει μετά τη φυγοκέντρηση, μία πολλή μικρή ποσότητα κυττάρων μεταφέρεται 
σε ένα eppendorf, απ’ όπου γίνεται λήψη 10μ! εναιωρήματος με πιπέτα και μεταφορά 
στο αιμοκυττόμετρο Neubauer. Στο στάδιο αυτό απαιτείται ιδιαίτερη προσοχή στην 
καλή ανακίνηση του περιεχομένου του eppendorf, καθώς τα κύτταρα έχουν την τάση 
να καθιζάνουν, και η ποσότητα των 10μ! που θα ληφθεί πρέπει να είναι 
αντιπροσωπευτική.
Κατόπιν, τα 10μ! κυττάρων μεταφέρονται στην εσοχή της μιας πλευράς της 
πλάκας και μετριέται στο μικροσκόπιο ο αριθμός των ζωντανών κυττάρων στα 4 
τεταρτημόρια. Αφού υπολογιστεί ο μέσος όρος του αριθμού των ζωντανών κυττάρων 
στα 4 αυτά τεταρτημόρια, ο οποίος και αντιστοιχεί στα 10 μή ακολουθεί η αναγωγή 
του σε αριθμό κυττάρων ανάml. Ακολούθως υπολογίζεται μαθηματικά ο όγκος του 
εναιωρήματος κυττάρων που απαιτείται να χρησιμοποιηθεί στο πείραμα, ανάλογα με 
τον επιθυμητό αριθμό κυττάρων ανά well και το συνολικό αριθμό των wells προς 
χρήση. Έτσι, ο συνολικός αριθμός κυττάρων που χρειάζεται για το πείραμα διαιρείται 
με το συνολικό αριθμό των ζωντανών κυττάρων που είναι διαθέσιμα στην 
καλλιέργεια και, ως εκ τούτου, προκύπτει ο όγκος της αρχικής καλλιέργειας 
κυττάρων που απαιτείται για το πείραμα.
Ο υπολογισθέντας όγκος φυγοκεντρείται για 5 min, στα 1000 rpm, σε RT (19- 
25oC), το υπερκείμενο απορρίπτεται και το ίζημα επαναδιαλυτοποιείται σε 
κατάλληλο όγκο θρεπτικού μέσου, στο οποίο θα αναπτυχθούν τα κύτταρα. Αφού γίνει 
καλό pipetting, το εναιώρημα των κυττάρων διαμοιράζεται στα πηγάδια-κελιά (wells) 
της πλάκας ανάπτυξης των κυττάρων (plate).
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Ακολουθεί ένα παράδειγμα που συνοψίζει όσα περιγράφηκαν παραπάνω.
Έστω, ότι σε έλα 24άρι well-plate θέλουμε λα στρώσουμε 5.000 κύτταρα σε 6 
wells. Τα ζωντανά κύτταρα στα 4 τεταρτημόρια βρέθηκαν πως ήταν: 
52+66+37+40=195. Άρα, ο μέσος όρος ισούται με 195/4=48,75 cells/ΙΟμ!. Έτσι, στο 
1ml υπάρχουν: 48,75x10.000=487.500 cells.
Εφόσον θέλουμε 5000 cells/well, για τα 6 wells ισχύει: 5.000x6=30.000 cells 
θέλουμε συνολικά. Επομένως, απαιτούνται 30.000/487.500=0,0615ml ή 61,5μ! από 
την αρχική καλλιέργεια κυττάρων, τα οποία θα φυγοκεντρήσουμε και στη συνέχεια 
θα επαναδιαλυτοποιήσουμε το ίζημα σε: 0,5 ml/wellx6wells=3ml κατάλληλου 
θρεπτικού, του DMEM cis.
3.2.2 Western-Blot Analysis
3.2.2.1 Προετοιμασία των δειγμάτων
Ημέρα 0: Πραγματοποιείται θρυψινοποίηση, μέτρηση και στρώσιμο κυττάρων 
HeLa σε δύο 6-wells-plates. Συγκεκριμένα, σε 9 wells προστίθενται 150.000 
cells/well, τα οποία ήταν διαλυτοποιημένα σε 2 ml/well DMEM cis, και αφήνονται 
προς επώαση στους 37 °C, με πλούσια υγρασία περιβάλλοντος και 5 % CO2, για 2 
ημέρες. Τα κύτταρα αυτά θα αποτελέσουν πηγή πρωτεϊνικού εκχυλίσματος για την 
ανοσοαποτύπωση Western.
Ημέρα 2: Αφαιρείται το DMEM cis με αναρρόφηση από τα wells και 
προστίθενται οι υπό εξέταση ουσίες. Από εδώ και στο εξής η ουσία echinocystic acid 
θα αναφέρεται ως ουσία 26 ενώ η ουσία 3-O-glycoside of echinocystic acid θα 
αναφέρεται ως ουσία 27.
Η σύσταση των ουσιών είναι οι εξής:
■ Control: 1.9ml DMEM cis + 1.9pl DMSO + 1.9pl EtOH 100%
■ DEX: 1.9ml DMEM cis + 1.9pl DMSO + 1.9pl DEX 10-3 M
■ DEX + RU: 1.9ml DMEM cis + 1.9pl DEX 10-3 M + 1.9pl RU 10-2 M
■ Δείγμα με ουσία 26: 1.9ml DMEMcis + 1.9μ1 TFC26 + 1.9μ1 EtOH 100%
■ Δείγμα με ουσία 26 + DEX: 1.9ml DMEMcis + 1.9μ1 TFC26 + 1.9μ1 DEX 10­
3M
■ Δείγμα με ουσία 26 + RU: 1.9ml DMEMcis + 1.9μ1 TFC26 + 1.9μ1 RU 10-2M
■ Δείγμα με ουσία 27: 1.9ml DMEMcis + 1.9μ1 TFC27 + 1.9μ1 EtOH 100%
■ Δείγμα με ουσία 27 + DEX: 1.9ml DMEMcis + 1.9μ1 TFC27 + 1.9μ1 DEX 10­
3M
■ Δείγμα με ουσία 27 + RU: 1.9ml DMEMcis + 1.9μ! TFC27 + 1.9μ! RU 10-2M
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Τα δύο 6-wells-plates με τα κύτταρα και τις ουσίες τοποθετούνται στον 
επωαστήρα στις προκαθορισμένες πάντα συνθήκες των 37 oC και 5% CO2 για 48- 
72h.
3.2.2.2 Συλλογή κυτταρικών εκχυλισμάτων για Western Blot
Μετά το πέρας 48 ωρών, την τέταρτη δηλαδή ημέρα, πραγματοποιήθηκε η 
συλλογή των κυτταρικών εκχυλισμάτων, με την όλη διαδικασία να πραγματοποιείται 
στους 4 °C. Αρχικά, απομακρύνεται με αναρρόφηση το θρεπτικό υλικό των κυττάρων 
από τα wells και γίνεται μία πλύση με παγωμένο κι αποστειρωμένο PBS 1* 
(1ml/well). Στη συνέχεια, απορρίπτεται το PBS 1* με αναρρόφηση από τα wells και 
προστίθεται ξανά η ίδια ποσότητα διαλύματος PBS 1*. Με τη χρήση ειδικού scraper 
(για 1* και 6* wells-plates) ή ρύγχου πιπέττας (για 24* wells-plate) 
πραγματοποιείται η πλήρης αποκόλληση των κυττάρων από τα wells και κάθε δείγμα 
μεταφέρεται σε falcon των 15 ml (για 1* well-plate) ή σε αριθμημένο σωληνάριο 
τύπου eppendorf των 1.5 ml (για 6* και 24* wells-plates), τα οποία διατηρούνται 
στον πάγο μέχρι να ολοκληρωθεί η διαδικασία για όλα τα δείγματα.
Μόλις, λοιπόν, ολοκληρωθεί η διαδικασία της αποκόλλησης για το σύνολο 
των δειγμάτων, προστίθεται μία επιπλέον ποσότητα, περίπου 250μ! PBS 1 * ανά well, 
κι επαναλαμβάνεται η παραπάνω διαδικασία, ώστε να διασφαλιστεί η πλήρης 
αποκόλληση και συλλογή των κυττάρων από τα wells. Ακολουθεί φυγοκέντρηση των 
εναιωρημάτων για 6 min, στα 1200 rpm, στους 4 °C και αφού γίνει η απομάκρυνση 
του υπερκείμενου διαλύματος, το ίζημα των κυττάρων που προκύπτει μπορεί, είτε να 
αποθηκευτεί στους -80 oC για μελλοντική χρήση, είτε να διαλυτοποιηθεί εκείνη τη 
στιγμή σε Lysis Buffer.
Έτσι, σε περίπτωση που ακολουθήσει αμέσως η λύση των κυττάρων, τα 
δείγματα μετά από αυτό το στάδιο απομακρύνονται από τον χώρο των 
κυτταροκαλλιεργειών και μεταφέρονται στο εργαστήριο, όπου και συνεχίζεται η 
υπόλοιπη διαδικασία. Τα πάντα από εδώ και πέρα γίνονται στον πάγο.
3.2.2.3 Λύση κυττάρων
Τα κύτταρα που προκύπτουν σε μορφή ιζήματος μετά τη φυγοκέντρηση, κατά 
τη διαδικασία της συλλογής τους, λύονται σε Lysis Buffer (LB) 1*. Το LB
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αποτελείται από 20mM Tris pH 7.5, 0.5% TritonX-100, 250mM NaCl και 3mM 
EDTA. Tα 4 αυτά αντιδραστήρια συγκροτούν το Buffer A, το οποίο φυλάσσεται 
στους 4 oC, και στο 1ml του διαλύματος αυτού, προστίθενται 10pl ProteaseI nhibitors 
1/100, 2μ1 DTT 1M, το οποίο χρησιμεύει ως αναγωγικός παράγοντας και 0.5μ! PMSF 
20mM. Έτσι, προκύπτει το τελικό LB.
Η ποσότητα του LB που θα προστεθεί σε κάθε eppendorf γίνεται εμπειρικά 
και συνήθως εξαρτάται από το μέγεθος του ιζήματος. Συνήθως, προστίθεται 
ποσότητα των 50-70μ1 LB/eppendorf, το οποίο φροντίζουμε κάθε φορά να κάνουμε 
καλή ανακίνηση (Vortex), καθώς έχει δυσδιάλυτα κομμάτια. Τα κύτταρα επωάζονται 
με το LB για διάστημα 40-60 min, ενώαποφεύγονται μεγαλύτερα χρονικά 
διαστήματα, λόγω της ύπαρξης του PMSF στο διάλυμα. Κατά τη διάρκεια της 
επώασης, τα δείγματα παραμένουν στον πάγο.
3.2.2.4 Ομογενοποίηση κυττάρων (Sonication)
Το κυτταρικό ίζημα, αφού διαλυθεί σε Sonication Buffer (ή Lysis Buffer), 
υπόκειται στην εφαρμογή υπερήχων με τη χρήση συσκευής υπερήχων (sonicator), με 
σκοπό την περαιτέρω λύση των κυττάρων. Πραγματοποιούνται 4-6 κύκλοι sonication 
διάρκειας 1sec, στο 40% ΑΤΤ, με ενδιάμεσα διαστήματα παύσεων διάρκειας 28- 
30sec. Τα δείγματαδιατηρούνται στον πάγο (4 °C).
3.2.2.5 Προσδιορισμός της συγκέντρωσης πρωτεϊνών των κυτταρικών 
εκχυλισμάτων με τη μέθοδο Bradford
Ο ποσοτικός προσδιορισμός των πρωτεϊνών των κυτταρικών εκχυλισμάτων 
που προέκυψαν από τα παραπάνω στάδια, πραγματοποιήθηκε με τη μέθοδο Bradford 
[1976], χρησιμοποιώντας το αντιδραστήριο Bradford protein assay της Bio-Rad. Η 
μέθοδος αυτή μπορεί να χρησιμοποιηθεί για δείγματα, στα οποία η πρωτεϊνική 
συγκέντρωση κυμαίνεται από 1 μg/ml έως 1500 μg/ml.
Η μέθοδος Bradford είναι μια χρωματική μέθοδος που στηρίζεται στο εύρος 
των απορροφήσεων της χρωστικής Coomassie® Briliant Blue G-250. Υπό όξινες 
συνθήκες, η εν λόγω χρωστική αντιδρά με αμινοξέα πρωτεϊνών, οπότε και 
δημιουργείται ένα σταθερό χρωμοφόρο σύμπλοκο πρωτεΐνης-χρωστικής. Η δέσμευση 
της χρωστικής στην πρωτεΐνη σταθεροποιεί την μπλε ανιονική μορφή της χρωστικής
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Coomassie, με το σύμπλοκο που δημιουργείται να εμφανίζει μέγιστη απορρόφηση σε 
λ=595 nm,από τα 365nm που την εμφάνιζε αρχικά. Τυχόν αύξηση της απορρόφησης 
στα 595 nm, είναι ενδεικτική του ποσού της συνδεδεμένης χρωστικής κι ως εκ τούτου 
υποδεικνύει αύξηση στην περιεκτικότητα του δείγματος σε πρωτεΐνη.
Γενικά, τα αποτελέσματα που προκύπτουν από την ποσοτικοποίηση με τη 
μέθοδο Bradford είναι αρκετά αξιόπιστα και εμφανίζουν μεγάλη επαναληψιμότητα, 
δύο χαρακτηριστικά που την καθιστούν την πλέον χρησιμοποιούμενη μέθοδο στα 
περισσότερα εργαστήρια [Bradford MM., 1976].
Αρχικά, κατασκευάζεται μία πρότυπη καμπύλη, βάση της οποίας θα γίνει η 
ποσοτικοποίηση των δειγμάτων. Για τη δημιουργία αυτής της πρότυπης καμπύλης, 
χρησιμοποιείται μια σειρά πρότυπων διαλυμάτων πρωτεΐνης αλβουμίνης βόειου ορού 
(Bovine Serum Albumin,BSA) γνωστής συγκέντρωσης. Σε όγκο 20 μΐ από το 
εκάστοτε πρότυπο δείγμα, συγκέντρωσης 0-20 mg/ml, προστίθενται 980 μΐ 
αντιδραστηρίου Bradford 1*. Τα διαλύματα (όγκου 1 ml) αναδεύονται και αφήνονται 
για επώαση για 30min, σε θερμοκρασία δωματίου (Room Temperature, R.T.), στο 
σκοτάδι. Μετά το πέρας των 30 min (χρονικό όριο ανάπτυξης χρώματος: από 5 έως 
60 min), τα διαλύματα αναδεύονται καλά και φασματοφωτομετριούνται σε λ=595nm.
Στον Πίνακα 3.1 που ακολουθεί δίνονται οι συγκεντρώσεις των δειγμάτων για 
την κατασκευή της πρότυπης καμπύλης BSA.
ΠΙΝΑΚΑΣ 3.1
ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΕΙΣ ΔΕΙΓΜΑΤΩΝ ΓΙΑ ΤΗΝ ΚΑΤΑΣΚΕΥΗ ΠΡΟΤΥΠΗΣ ΚΑΜΠΥΛΗΣ BSA
BSA 1mg/ml (μΐ) Tris 10mM pH 7.4
(μΐ)
Αντιδραστήριο Bradford 1 x
(μΐ)
BSA
(Mg)
BSA
^g/m l)
0 20 980 0 0
1 19 980 1 1
5 15 980 5 5
10 10 980 10 10
15 5 980 15 15
20 0 980 20 20
Οι τιμές της απορρόφησης των πρότυπων διαλυμάτων χρησιμοποιήθηκαν για 
το σχεδιασμό της πρότυπης καμπύλης αναφοράς. Πιο αναλυτικά, σχεδιάστηκε ένα 
καρτεσιανό επίπεδο συντεταγμένων, με τις τιμές των συγκεντρώσεων της πρωτεΐνης
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στον άξονα των τετμημένων (οριζόντιος άξονας χ) και τις τιμές των απορροφήσεων 
που προέκυψαν στα 595nm στον άξονα των τεταγμένων (κατακόρυφος άξονας y). 
Από τις τιμές της πρότυπης καμπύλης αναφοράς προκύπτει μία εξίσωση 
OD595nm=f(C), από την οποία μπορεί να υπολογιστεί η πρωτεϊνική συγκέντρωση κάθε 
δείγματος, εκφρασμένη σε μμ/ml.
Ειδικότερα, για το κάθε δείγμα ακολουθήθηκε η εξής διαδικασία. Αρχικά, 
προστέθηκε 1μ1 του υπό εξέταση δείγματος σε αριθμημένο eppendorf, στο οποίο έχει 
από πριν προστεθεί 1ml αντιδραστηρίου Bradford 1*. Ακολούθησε καλή ανάδευση 
των δειγμάτων κι επώαση για 20min, σε RT, απουσία φωτός. Έπειτα, 
πραγματοποιήθηκε φωτομέτρηση στα 595nm και προσδιορισμός της συγκέντρωσης, 
και κατ’ επέκταση της σύστασης κάθε δείγματος που θα ηλεκτροφορηθεί, σε 
πρωτεΐνη.
Στον Πίνακα 3.2 που ακολουθεί παρουσιάζεται η σύσταση των δειγμάτων 
HeLa που πρόκειται να ηλεκτροφορηθούν σε επόμενο στάδιο. Η σύσταση κάθε 
δείγματος είναι τετραπλάσια, ώστε να επαρκεί για την πραγματοποίηση 4 
ηλεκτροφορήσεων. Αυτό συμβαίνει με σκοπό την εξοικονόμηση χρόνου, ώστε να 
μην χρειάζεται να επαναλαμβάνονται οι διαδικασίες της λύσης, της ομογενοποίησης 
και της ποσοτικοποίησης κάθε φορά που πρόκειται να ηλεκτροφορήσουμε κάποια 
δείγματα. Επιπλέον, με αυτόν τον τρόπο δεν καταπονούνται τα κύτταρα από το 
συνεχές πάγωμα-ξεπάγωμα.
ΠΙΝΑΚΑΣ 3.2
ΣΥΣΤΑΣΗ ΤΩΝ ΔΕΙΓΜΑΤΩΝ HeLa ΠΟΥ ΠΡΟΚΕΙΤΑΙ ΝΑ ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΘΟΥΝ
Δείγματα OD595nm Συνολική συγκέντρωση 
πρωτεΐνης σε κάθε δείγμα 
(Mg)
Ποσότητα
δείγματος
(μΐ)
Tris pH 
7.5 20mM
(μΐ)
Ποσότητα 
SB 4x 
(μΐ)
Control 0,714 20,4029 9,802529 50,20 20
DEX 0,553 15,73623 12,70952 47,29 20
TFC26 0,685 19,56232 10,22374 49,78 20
TFC26+DEX 0,507 14,4029 13,88609 46,11 20
TFC27 0,563 16,02609 12,47965 47,52 20
TFC27+DEX 0,475 13,47536 14,8419 45,16 20
DEX+RU 0,541 15,38841 12,9968 47,00 20
TFC26+RU 0,561 15,96812 12,52496 47,48 20
TFC27+RU 0,562 15,9971 12,50226 47,50 20
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3.2.2.6 Προετοιμασία δειγμάτων για ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE
Βάσει των αποτελεσμάτων της μεθόδου κατά Bradford, προετοιμάζονται τα 
διαλύματα φόρτωσης (loading samples), ώστε να περιέχεται σε αυτά μία σταθερή 
ποσότητα πρωτεΐνης ίση με 50 μg/welL Σε eppendorfs των 1.5 ml προστίθεται πρώτα 
η κατάλληλη ποσότητα ομογενοποιημένου εκχυλίσματος κυττάρων, στη συνέχεια το 
Tris 20 mM pH 7.5 και τέλος το Sample Buffer 4*, ώστε η τελική συγκέντρωση στο 
διάλυμα φόρτωσης του κάθε δείγματος να είναι 1*. Τα δείγματα προς 
ηλεκτροφόρηση (loading samples) φυλάσσονται στους -20 oC, λόγω της παρουσίας 
του Sample Buffer, ενώ τα πρωτεϊνικά εκχυλίσματααποθηκεύονται στους -80 oC.
3.2.2.7 Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου υπό 
αποδιατακτικές συνθήκες (SDS-PAGE)
Για την ταυτοποίηση των πρωτεϊνών του βιολογικού εκχυλίσματος των 
κυττάρων πραγματοποιήθηκαν πειράματα ανοσοαποτυπώσεως κατά Western. Πρώτο 
απαραίτητο βήμα είναι ο διαχωρισμός των πρωτεϊνών με αποδιατακτική 
ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου,παρουσία του αποδιατακτικού 
παράγοντα SDS.
Η ηλεκτροφόρηση είναι μία μέθοδος διαχωρισμού, οπτικοποίησης και 
απομόνωσης, με εφαρμογές σε ποικίλα επιστημονικά πεδία. Η τεχνική αυτή είναι 
απλή, γρήγορη και χρησιμοποιείται κυρίως για τον προσδιορισμό του μεγέθους και 
της καθαρότητας ενός δείγματος, καθώς και για το διαχωρισμό μειγμάτων μορίων, τα 
οποία δεν είναι δυνατό να διαχωριστούν με άλλες τεχνικές. Δείγμα μπορεί να 
αποτελέσει οποιοδήποτε μόριο, το οποίο φέρει φορτίο. Η μέθοδος βασίζεται στην 
αρχή μετανάστευσης φορτισμένων μορίων κάτω από την επίδραση ενός εξωτερικά 
εφαρμοζόμενου ηλεκτρικού πεδίου. Η ηλεκτροστατική δύναμη που αναπτύσσεται 
κατευθύνει τα φορτισμένα μόρια προς το ηλεκτρόδιο του αντίθετου φορτίου. Εξαιτίας 
των διαφορετικών φορτίων και μαζών, τα διάφορα μόρια κινούνται με διαφορετικές 
ταχύτητες.
Η ηλεκτροφόρηση πραγματοποιείται σε πηκτώματα αγαρόζης ή 
πολυακριλαμιδίου. Η επιλογή εξαρτάται κυρίως από το μέγεθος του δείγματος που 
πρόκειται να διαχωριστεί. Τα πηκτώματα πολυακριλαμιδίου χρησιμοποιούνται για το
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διαχωρισμό μορίων, όταν είναι αναγκαία μεγάλη διακριτική ικανότητα, ακόμη και 
μεταξύ μορίων που διαφέρουν σε μέγεθος μόνο κατά 0,1%. Αντίθετα, τα πηκτώματα 
αγαρόζης παρουσιάζουν μεγαλύτερο εύρος διαχωρισμού μεταξύ των μορίων 
(Sambrook J, 2000).
Στην παρούσα διπλωματική εργασία, έγινε χρήση πηκτής πολυακριλαμιδίου. 
Η ηλεκτροφόρηση πραγματοποιείται σε μια λεπτή πλάκα πολυακρυλαμιδίου ενώ η 
κατεύθυνση ροής είναι από τον αρνητικό προς τον θετικό πόλο. Η πηκτή 
πολυακρυλαμιδίου προτιμάται, επειδή το υλικό της είναι χημικά ουδέτερο, 
διαφανέςκαι σταθερό σε μεγάλο εύρος pH, θερμοκρασιών και ιονικής ισχύος, καθώς 
επίσης και λόγω της απλής παρασκευής της.
Σε πρώτο βήμα, λοιπόν, στην ανάλυση κατά Western προετοιμάζεται η πηκτή 
ηλεκτροφόρησης. Η πηκτή διακρίνεται σε δύο διαδοχικά πηκτώματα: το πήκτωμα 
συσσώρευσης (stacking gel) και το πήκτωμα διαχωρισμού (separating gel),οι οποίες 
διαφέρουν μεταξύ τους ως προς το μέγεθος των πόρων, το pH και την ιονική ισχύ. 
Το πήκτωμα συσσώρευσης, το οποίο έχει μεγαλύτερο μέγεθος πόρων και μικρότερο 
pH από το πήκτωμα διαχωρισμού, χρησιμεύει για τη συμπύκνωση των πρωτεϊνών σε 
μια μικρή ζώνη, ώστε κατά την ηλεκτροφορητική διαδικασία αυτές να φτάσουν 
ταυτόχρονα στο κυρίως πήκτωμα διαχωρισμού, στο οποίο, όπως μαρτυρά και το 
όνομά του, θα διαχωριστούν οι πρωτεΐνες. Για το λόγο αυτόν, η σύσταση του 
πηκτώματος συσσώρευσης είναι σταθερή, ενώ του πηκτώματος διαχωρισμού ποικίλει 
ανάλογα το μέγεθος των πρωτεϊνών που πρόκειται να διαχωριστούν.
Ο σχηματισμός της πηκτής γίνεται με την αντίδραση πολυμερισμού των 
μονομερών ακρυλαμιδίου και του Ν,Ν-μεθυλενο-δισ-ακρυλαμιδίου (Bis acrylamide) 
(αντιδραστήριο διασταύρωσης) σε R.T., με τη βοήθεια των πολυμεριστικών 
παραγόντων: APS και TEMED. Το TEMED (N,N,N,Ν-τετραμεθυλοαιθυλενοδιαμίνη) 
δρα ως επιταχυντής της αντίδρασης πολυμερισμού καταλύοντας το σχηματισμό 
ελεύθερων ριζών θείου που προκύπτουν από το APS (Ammonium Persulfate, 
υπερθειϊκό αμμώνιο), το οποίο παρέχει τις ελεύθερες ρίζες για να γίνει η έναρξη του 
πολυμερισμού. Η όλη αντίδραση πολυμερισμού πρέπει να πραγματοποιηθεί απουσία 
Ο2 , καθώς αυτό μπορεί να δεσμεύει της ελεύθερες ρίζες, οι οποίες καταλύουν την 
αντίδραση πολυμερισμού και, ως εκ τούτου, να σταματήσει τη δημιουργία της 
πηκτής.
Το αποτέλεσμα είναι ο σχηματισμός μακριών αλυσίδων ακρυλαμιδίου που 
συνδέονται μεταξύ τους με εγκάρσιες γέφυρες μορίων δισ-ακρυλαμιδίου,
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δημιουργώντας πηκτώματα με μέγεθος πόρων που εξαρτώνται από την αναλογία των 
δύο μορίων αλλά και από την ολική τους συγκέντρωση (Εικόνα 3.3). Έτσι αύξηση 
της συγκέντρωσης του ακρυλαμιδίου, οδηγεί στη μείωση του μεγέθους των πόρων 
και το αντίστροφο. Η συγκέντρωση του ακρυλαμιδίου που θα χρησιμοποιηθεί τελικά, 
εξαρτάται από το μοριακό βάρος των πρωτεϊνών που πρόκειται να διαχωριστούν.
Εικόνα 3.3 Η αντίδραση σχηματισμού πηκτής πολυακριλαμιδίου.
Formatted: Gr
Με την ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE οι πρωτεΐνες διαχωρίζονται με βάση το 
μοριακό τους βάρος. Στο μίγμα των πρωτεϊνών προστίθεται ο αποδιατακτικός 
παράγοντας SDS (Sodium DodecylSulfate, Δωδεκανοθειϊκό νάτριο), το οποίο 
συνδέεται στις πρωτεΐνες μέσω υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων, με αποτέλεσμα να 
καταργούνται οι ενδομοριακές αλληλεπιδράσεις των πρωτεϊνών, καθώς 
καταστρέφονται οι μη ομοιοπολικοί δεσμοί μεταξύ των πρωτεϊνών.
Τα ανιόντα του SDS δεσμεύονται στις κύριες αλυσίδες των πρωτεϊνών, έτσι 
αυτές φορτίζονται αρνητικά και αυτό έχει ως αποτέλεσμα την αποδιάταξη τους, τον 
διαχωρισμό, δηλαδή, των υπομονάδων τους και τη δημιουργία συμπλόκων 
πρωτεΐνης-SDS. Στα σύμπλοκα αυτά, τα οποία όλα είναι αρνητικά φορτισμένα, ο 
λόγος της ποσότητας του SDS (ανιονικού φορτίου) που συνδέεται ανά μονάδα μάζας 
πρωτεΐνης, είναι σταθερός. Το αρνητικό φορτίο που αποκτάται είναι πολύ 
μεγαλύτερο από το αρχικό φορτίο της πρωτεΐνης, με αποτέλεσμα το αρχικό φορτίο να 
καθίσταται αμελητέο και έτσι ο διαχωρισμός των πρωτεϊνών που επιτυγχάνεται με τη 
κίνησή τους κατά μήκος του εφαρμοζόμενου ηλεκτρικού πεδίου, να βασίζεται μόνο 
στη μοριακή τους μάζα (MW). Πρωτεΐνες μικρής μοριακής μάζας κινούνται ταχύτερα
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στους πόρους της πηκτής από πρωτεΐνες μεγαλύτερης μοριακής μάζας. Οι πρωτεΐνες 
που χαρακτηρίζονται από μεγαλύτερο μέγεθος παρουσιάζουν αυξημένη τριβή κι έτσι 
έχουν ελαττωμένη κινητικότητα [John et al., 1991].
Επιπλέον, γίνεται και περαιτέρω αποδιάταξη των πρωτεϊνών πριν την 
ηλεκτροφόρηση, είτε με τη χρήση αντιδραστηρίων,που ανάγουν τους δισουλφιδικούς 
δεσμούςκαι καταργούν τη 3D δομή καιτα οποία περιέχονται στο ρυθμιστικό διάλυμα 
δείγματος (Sample Buffer, SB), όπως είναι η 2-μερκαπτοαιθανόλη, είτε με θέρμανση 
στους 100 °C. Τα βήματα αυτά γίνονται, έτσι ώστε να επιτευχθεί η πλήρης 
αποδιάταξη και μετουσίωση των πρωτεϊνών.
Η μήτρα εντός της οποίας σχηματίζεται η πηκτή είναι μια επίπεδη διάταξη 
δύο τζαμιών (επίπεδη ηλεκτροφόρηση) που απέχουν μεταξύ τους 1.0 mm. Οι θέσεις 
υποδοχής (slots ή wells) δημιουργούνται με την τοποθέτηση ειδικής χτένας στο 
πήκτωμα συσσώρευσης όσο αυτό είναι ακόμη σε υγρή μορφή.
Μετά την ολοκλήρωση του πολυμερισμού το πήκτωμα στερεώνεται 
κατακόρυφα στην ειδική συσκευή ηλεκτροφορήσεως και προστίθεται ρυθμιστικό 
διάλυμα ηλεκτροφόρησης (Running Buffer 1χ), τόσο στο επάνω όσο και στο κάτω 
μέρος της συσκευής, έτσι ώστε να βρίσκεται σε άμεση επαφή με την πηκτή.
Τα προς φόρτωση δείγματα, αφού αποψυχθούν, υπόκεινται σε θέρμανση (95 
°C, για 5 min) σε θερμαντική πλάκα για την πλήρη αποδιάταξη των πρωτεϊνών και 
του DNA. Αμέσως μετά τη θέρμανση, υποβάλλονται σε μία φυγοκέντρηση διάρκειας 
λίγων δευτερολέπτων, στη μέγιστη ταχύτητα, έτσι ώστε τα δείγματα να έχουν 
ομοιογενή σύσταση πριν τη φόρτωσή τους στην πηκτή. Ακολουθεί το φόρτωμά τους 
στις ειδικές αύλακες, ενώ παράλληλα σε ένα από τα wells φορτώνεται ποσότητα από 
τον μάρτυρα γνωστών μοριακών μεγεθών. Η συσκευή ηλεκτροφόρησης συνδέεται με 
τροφοδοτικό, δημιουργώντας ένα κλειστό σύστημα, στο οποίο διαβιβάζεται ρεύμα 
σταθερής έντασης ίσο με 0.02 A.
Πειραματική διαδικασία:
Για την παρασκευή της πηκτής χρησιμοποιήθηκε μείγμα ακρυλαμιδίουώ^ 
acrylamide αναλογίας 1:39 ενώ οι πηκτές διαχωρισμού, που παρασκευάστηκαν για 
τις ανάγκες του πειράματος, ήταν συγκέντρωσης 10% και 12%. Οι συστάσεις των 
πηκτωμάτων αναγράφονται στον Πίνακα 3.3 που ακολουθεί:
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ΠΙΝΑΚΑΣ 3.3
Σύσταση των πηκτωματων συσσώρευσης (σταθερή = 4 %) και διαχωρισμού (10% και 12%)
Διαλύματα Πήκτωμα συσσώρευσης Πήκτωμα διαχωρισμού
4 % 10 % 12 %
ddH2O 2,025 ml 2,425 ml 2,175 ml
Tris-HCl 1.5 MpH 6.8 0,21 ml - -
Tris-HCl 1.5 MpH 8.8 - 1,25ml 1,25 ml
SDS 10 % 25 μΐ 50 μΐ 50 μΐ
Bis/Acrylamide 40 % 0,25 ml 1,25ml 1,5 ml
TEMED 2,5 μΐ 2,5 μΐ 2,5 μΐ
APS 10 % 12,5 μΐ 25 μΐ 25μ!
Στην ανοσοαποτύπωση κατά Western τα πηκτώματα διαχωρισμού ήταν 
πυκνότητας 10% και 12%. Η πυκνότητα 10% χρησιμοποιείται για τον καλύτερο 
διαχωρισμό πρωτεϊνών μοριακού μεγέθους 15-70 kDa, ενώ η πυκνότητα 12% για το 
διαχωρισμό πρωτεϊνών 10-55 kDa. Το Tris-HCl αποτελεί ρυθμιστικό διάλυμα. Οι 
ποσότητες που φορτώθηκαν ήταν 20 μΐ loading sample/well και 1-2 μΐ από το 
μάρτυρα γνωστών μοριακών μεγεθών (marker).
3.2.2.8 Ανοσοαποτύπωση κατά Western (Western Blotting)
Αμέσως μετά το πέρας της ηλεκτροφόρησης, η πηκτή αφαιρείται από την 
ειδική συσκευή, απορρίπτεται το πήκτωμα συσσώρευσης και το πήκτωμα 
διαχωρισμού τοποθετείται προς εξισορρόπηση εντός ενός παγωμένου (4°C) 
διαλύματος ηλεκτρομεταφοράς (Transfer Buffer), το οποίο έχει χρησιμοποιηθεί 
κάποιες φορές (mild used), για περίπου 10-15 min. Παράλληλα, εμποτίζονται σε 
παγωμένο, μη χρησιμοποιημένο διάλυμα Transfer Buffer (new) τέσσερα χαρτιά 
νιτροκυτταρίνης (W.B. filter papers) και μία μεμβράνη νιτροκυτταρίνης κατάλληλων 
διαστάσεων, καθώς επίσης και δύο υδροαπορροφητικά σφουγγάρια ίδιων 
διαστάσεων. Όλες αυτές οι διαστάσεις είναι ίσες με το νέο μέγεθος της πηκτής.
Αφού περάσει ο χρόνος εξισορρόπησης, ετοιμάζεται η ειδική κασέτα και τα 
επιμέρους υλικά τοποθετούνται σε μια διάταξη τύπου sandwich, δίνοντας ιδιαίτερη 
προσοχή στην απομάκρυνση φυσαλίδων από το σύστημα με εφαρμογή ήπιας
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μηχανικής πίεσης, καθώς η ύπαρξη τους μπορεί να δημιουργήσει προβλήματα στη 
διέλευση των πρωτεϊνών από την πηκτή στη μεμβράνη νιτροκυτταρίνης.
Η κασέτα τοποθετείται με κατάλληλο προσανατολισμό εντός της συσκευής 
ηλεκτρομεταφοράς, η οποία βρίσκεται βρίσκεται τοποθετημένη μέσα σε ένα κουτί 
από διογκωμένο πολυστυρένιο και περιτριγυρίζεται από μεγάλη ποσότητα πάγου ή 
παγοκύστες. Αυτό έχει ως σκοπό τη διατήρηση της θερμοκρασίας σε χαμηλά επίπεδα 
κατά τη διάρκεια της ηλεκτρομεταφοράς, καθώς αυτή γίνεται σε μεγάλη ένταση 
ρεύματος και το ποσό θερμότητας που εκλύεται, μπορεί να συντελέσει στην εξάτμιση 
του Transfer Buffer και τελικά στην καταστροφή της πηκτής, εάν δεν υπάρχει πάγος.
Η μεταφορά των πρωτεϊνών στη μεμβράνη νιτροκυτταρίνης επιτελείται 
παρουσία φρέσκου παγωμένου ρυθμιστικού διαλύματος Transfer Buffer με την 
εφαρμογή σταθερής έντασης ρεύματος 0.35 A, για χρονικό διάστημα 70 min. O 
χρόνος μπορεί να διαφοροποιηθεί ανάλογα με τη σύσταση του ρυθμιστικού 
διαλύματος μεταφοράς, την πυκνότητα του πηκτώματος και το μέγεθος των υπό 
μελέτη πρωτεϊνών.
Μετά το πέρας των 70min, ακολουθεί σύντομη έκπλυση της μεμβράνης 
νιτροκυτταρίνης σε PBST (1χ, σε ddH2O) και σημειώνονται με μολύβι οι θέσεις των 
ζωνών του μάρτυρα γνωστών μοριακών μεγεθών. Στη συνέχεια η μεμβράνη 
επωάζεται με διάλυμα αποβουτυρωμένου γάλακτος 10 % σε PBST (1χ, σε ddH2O), 
για 1 h, υπό ανάδευση, σε θερμοκρασία δωματίου (R.T.), ώστε να δεσμευτούν και να 
αποκλειστούν οι θέσεις μη ειδικής σύνδεσης του αντισώματος (blocking).
Κατόπιν, η μεμβράνη εκπλένεται στιγμιαία με PBST (1χ, σε ddH2O) και είτε 
αποθηκεύεται στους -20 °C, είτε επωάζεται με το πρωτογενές αντίσωμα έναντι της 
υπό μελέτη πρωτεΐνης. Η επώαση γίνεται ολονύκτια (12-16h), υπό ανάδευση, στους 4 
°C. Αφού απομακρυνθεί το πρωτογενές αντίσωμα, πραγματοποιούνται 5 εκπλύσεις 
των 5 min σε PBST (1χ, σε dH2O) και η μεμβράνη επωάζεται για 1-3h (συνήθως 1h 
και 30min) σε R.T. με το κατάλληλο δευτερογενές αντίσωμα σε 2 % διάλυμα 
αποβουτυρωμένου γάλακτος. Το δευτερογενές αντίσωμα αναγνωρίζει ειδικά έναντι 
σταθερών επιτόπων IgG του πρωτογενούς αντισώματος και είναι χημικά 
προσδεδεμένο με κατάλληλο προσδέτη (HRP) που επιτρέπει την ανίχνευσή του. Τόσο 
τα πρωτογενή όσο και τα δευτερογενή αντισώματα εμπεριέχονται σε διάλυμα 
αποβουτυρωμένου γάλακτος 2% με PBST 1% (σε ddH2O) και φυλάσσονται στους - 
20 oC. Κατόπιν, γίνονται 3 εκπλύσεις των 5 min σε PBST (1χ, σε dH2O).
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Για την αντίδραση εμφάνισης σήματος χρησιμοποιήθηκε το εμπορικό kit της 
Pierce, το οποίο περιλαμβάνει τα διαλύματα ECL A και ECL B. Γίνεται ανάμειξη 
κατάλληλου όγκου των δύο διαλυμάτων σε αναλογία 1:1 και με το διάλυμα αυτό 
επωάζεται η μεμβράνη νιτροκυτταρίνης για 3 min, στο σκοτάδι, σε θερμοκρασία 
δωματίου. Συνήθως, η ποσότητα που θα προστεθεί από τα δύο διαλύματα καθορίζεται 
από τον ερευνητή κι έχει να κάνει με το μέγεθος της μεμβράνης. Μόλις περάσει το 
διάστημα των 3min, η μεμβράνη τοποθετείται εντός μίας πλαστικής διαφανούς 
μεμβράνης σε μία ειδική κασέτα που δεν επιτρέπει τη διέλευση του φωτός,καθώς τα 
ECL διαλύματα είναι φωτοευαίσθητα.
Η εμφάνιση του σήματος σε φιλμ γίνεται σε σκοτεινό θάλαμο με χρήση των 
αντιδραστηρίων του εμπορικού kit της Kodak. Ένα κομμάτι φιλμ κατάλληλων 
διαστάσεων έρχεται σε άμεση επαφή με τη μεμβράνη,για χρονικό διάστημα που 
ορίζει ο ερευνητής, και ακολουθεί η εμφάνιση του σήματος με επώαση του φιλμ για 
~1 min στο διάλυμα Developer, ενδιάμεση έκπλυσή του σε νερό για περίπου 10sec, 
επώαση για ~1 min στο διάλυμα μονιμοποίησης (Fixer) και ξανά έκπλυσή του σε 
νερό.
Μόλις τελειώσει η διαδικασία της εμφάνισης και προκόψει φιλμ με σήμα 
κατάλληλης έντασης, η μεμβράνη εκπλένεται με PBST 1* για περίπου 10-15 min, 
έτσι ώστε να απομακρυνθεί η περίσσεια του ECL. Στο σημείο αυτό, η μεμβράνη 
μπορεί είτε να χρησιμοποιηθεί για νέο κύκλο εμφανίσεων, είτε να αποθηκευτεί στους 
-20 oC. Ωστόσο, είναι σημαντικό η μεμβράνη να μην ξηραίνεται, γι’ αυτό και 
τυλίγεται σε πλαστική διαφανή μεμβράνη πριν από την αποθήκευσή της.
3.2.2.9 Western Blot για PEPCK, GR, Caspase 3, Caspase 9, Bcl-2, p65 
(NF-κΒ) & β-actin
Όπως έχει ήδη αναφερθεί, σκοπός της παρούσας διπλωματικής εργασίας είναι 
η αξιολόγηση της δράσης δύο τριτερπενίων, του echinocystic acid και του 3-O- 
glycoside of echinocystic acid, στην GR σηματοδότηση. Έτσι, για την εξαγωγή 
συμπερασμάτων, μελετήθηκε, με την τεχνική Western Blot, η επίδραση των 
παραπάνω τριτερπενίων σε ορισμένα ένζυμα-κλειδιά του μεταβολισμού (PEPCK) και 
της απόπτωσης (Caspase3, Caspase 9, Bcl-2), όπου αποδεδειγμένα εμπλέκονται τα
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γλυκοκορτικοειδή μέσω του υποδοχέα τους, καθώς επίσης και στον ίδιο τον 
υποδοχέα (GR) και σε μεταγραφικούς παράγοντες που συνδέονται μ’ αυτόν (NF-κΒ).
Αρχικά, λοιπόν, μελετήθηκε η επιρροή των ουσιών 26 και 27 στα 
μεταγραφικά επίπεδα του γλυκονεογενετικού ενζύμου καρβοξυκινάση του 
φωσφοενολοπυροσταφυλικού (PEPCK), παρουσία κι απουσία DEX και του RU-486. 
Η μελέτη αυτή πραγματοποιήθηκε για να διαπιστωθεί εάν οι ουσίες αυτές 
επηρεάζουν το μονοπάτι της γλυκονεογένεσης, εξαιτίας των δομικών ομοιοτήτων 
τους που έχουν βρεθεί με τα γλυκοκορτικοειδή. Το πρωτογενές αντίσωμα που 
χρησιμοποιήθηκε ήταν το PEPCK H-300 της εταιρείας Santa-Cruz σε αραίωση 
1/1.000 και το αντίστοιχο δευτερογενές ήταν το rHRP της εταιρίας Pierce σε αραίωση 
1/50.000.
Επιπλέον, πραγματοποιήθηκε ανοσοαποτύπωση κατά Western για τον 
υποδοχέα GR, προκειμένου να διαπιστωθεί, κατά πόσο οι ουσίες αυτές, παρουσία κι 
απουσία DEX και του RU-486, επηρεάζουν τα επίπεδα έκφρασης του ίδιου του GR. 
Το πρωτογενές αντίσωμα που χρησιμοποιήθηκε ήταν το GR H-300 της εταιρείας 
Santa-Cruz σε αραίωση 1/1.000 και το αντίστοιχο δευτερογενές ήταν το rHRP της 
εταιρίας Pierce σε αραίωση 1/50.000.
Ανοσοαποτύπωση κατά Western πραγματοποιήθηκε, ακόμα, για να 
αξιολογηθούν οι αντικαρκινικές ιδιότητες των ουσιών 26 και 27. Η αξιολόγηση αυτή 
έγινε με μελέτη της επίδρασης των ουσιών 26 και 27, παρουσία κι απουσία DEX και 
του RU-486, στην επαγωγή της απόπτωσης, μέσω ελέγχου των επιπέδων των 
κασπασών 3 και 9 και του αντιαποπτωτικού μορίου Bcl-2. Τα πρωτογενή αντισώματα 
που χρησιμοποιήθηκαν ήταν η Caspase 3 E27 της εταιρίας Abcam σε αραίωση 
1/1.000, η Caspase 9 (9508) και το Bcl-2 (2876) της εταιρείας Cell Signalling σε 
αραίωση 1/500. Τα δευτερογενή αντισώματα ήταν για την Caspase 9 (9508) το 
mHRP και για τις υπόλοιπες περιπτώσεις το rHRP της εταιρίας Pierce σε αραίωση 
1/50.000.
Οι ουσίες 26 και 27, παρουσία κι απουσία DEXκαι του RU-486, μελετήθηκαν 
με δοκιμασίες Western Blotting για να διαπιστωθεί εάν το σύμπλοκο ουσίας- 
υποδοχέα επηρεάζουν τα επίπεδα έκφρασης του μεταγραφικού παράγοντα NF-κΒ. Το 
πρωτογενές αντίσωμα που χρησιμοποιήθηκε ήταν το p65 (SC-109) της εταιρείας 
Santa-Cruzσε αραίωση 1/500 και το αντίστοιχο δευτερογενές ήταν το rHRP της 
εταιρίας Pierce σε αραίωση 1/50.000.
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Τέλος, πρέπει να αναφερθεί πως οι ακτίνες είναι άκρως συντηρημένες 
πρωτεΐνες που εμπλέκονται στην κυτταρική κίνηση, δομή και ακεραιότητα (Gunning 
P, 1997). Η β-actin αποτελεί μία από τις έξι διαφορετικές ισομορφές της ακτίνης που 
έχουν ταυτοποιηθεί στον άνθρωπο και χρησιμοποιείται στην ανοσοαποτύπωση κατά 
Western ως μάρτυρας ισοφόρτωσης (loading control) των δειγμάτων. Το αντίσωμα 
της β-actin πουχρησιμοποιήθηκε ήταν της εταιρείας Sigma σε αραίωση 1/4.000 ενώ 
το αντίστοιχο δευτερογενές αντίσωμα ήταν το mHRP της εταιρίας Pierce σε αραίωση 
1/50.000. Βάση των επιπέδων έκφρασης της β-actin, έγινε η επεξεργασία- 
κανονικοποίηση των αποτελεσμάτων και η εξαγωγή των συμπερασμάτων όσον 
αφορά τις μεταβολές στα επίπεδα έκφρασης των υπόλοιπων μορίων που μελετήθηκαν 
με τη διαδικασία της ανοσοαποτύπωσης κατά Western.
3.2.3 Κατεργασία με ενεργό άνθρακα για παρασκευή cis-FBS
Για την απενεργοποίηση του FBS προς παρασκευή cis-FBS εφαρμόστηκε 
κατεργασία με ενεργό άνθρακα σύμφωνα με πρωτόκολλο που αφορά διαδοχικές 
επωάσεις του FBS με τον ενεργό άνθρακα και τελικά απομάκρυνση αυτού με 
διαδοχικές φυγοκεντρήσεις και διηθήσεις μέσα από φίλτρα πόρων 0 ^ m .
Γενικά, ο ενεργός άνθρακας έχει τη δυνατότητα να προσδένεται σε λιπόφιλα 
μόρια και να αφαιρεί, με αυτόν τον τρόπο, ορμόνες από το FBS, όπως ανδρογόνα, 
οιστραδιόλη, προγεστερόνη, κορτιζόλη, Τ3 και Τ4 ή έστω να μειώνει σημαντικά τα 
επίπεδά τους. Η αφαίρεση των λιπιδικών αυτών ορμονών του ορού είναι εξαιρετικά 
σημαντική, καθώς συμβάλλει στην κατανόηση της επίδρασής τους μετά την εξωγενή 
τους προσθήκη.
3.2.4 Μετασχηματισμός δεκτικών βακτηριακών κυττάρων
Η συγκεκριμένη διαδικασία γίνεται στον πάγκο του εργαστηρίου παρουσία 
αναμένου λύχνου για την επίτευξη ημιστείρων συνθηκών ενώ σε καμία περίπτωση 
δεν γίνεται στον χώρο των κυτταροκαλλιεργειών, λόγω του υψηλού κινδύνου 
επιμόλυνσης των κυττάρων που διατηρούνται στο χώρο αυτό.
Ο μετασχηματισμός έγινε σε δεκτικά κύτταρα E. coli στελέχους DH5aTM 
(LifeTechnologies-Invitrogen), τα οποία ήταν αποθηκευμένα σε 30-40 % γλυκερόλη
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στους -80 °C. Η μέθοδος που εφαρμόστηκε ήταν αυτή του θερμικού σοκ (heat- 
shock), η οποία περιλαμβάνει τα εξής στάδια: Σε πλαστικό σωληνάριο τύπου 
eppendorf (1.5 ml) που περιέχει 80 μΐ E.coli DH5a κυττάρων, προστίθεται 1 μΐ του 
επιθυμητού πλασμιδίου, το οποίο βρίσκεται αποθηκευμένο στους -80oC σε 
γλυκερόλη, και αφήνονται για επώαση στον πάγο στους 4 °C, για > 30 min. Ανά 10 
min κάνουμε μία πολύ μικρή ανάδευση. Κατόπιν, το eppendorf μεταφέρεται για 1 
min σε υδατόλουτρο, που είναι ρυθμισμένο στους 42 °C, και ξανά στους 4 °C για 2 
min.Αμέσως μετά ακολουθεί η προσθήκη 1 ml αποστειρωμένου LB Broth, κλείσιμο 
του eppendorf με parafilm και επώασή του για 1 h, στους 37 °C, υπό ανάδευση (210 
rpm). Τέλος, γίνεται επίστρωση 1/500 του αρχικού όγκου σε τρυβλίο με LB-άγαρ, το 
οποίο περιέχει και κατάλληλο αντιβιοτικό, αμπικιλλίνη (amp) ή καναμυκίνη (kan), σε 
συγκέντρωση 100 μg/ml ή 50 μg/ml, αντίστοιχα. Υπό στείρες συνθήκες και με τη 
βοήθεια γυάλινου διανομέα, γίνεται η διασπορά των βακτηριακών κυττάρων στο 
τρυβλίο κι έπειτα επωάζονταιολονύκτια (~16 h), στους 37 °C.
3.2.5 Πρωτόκολλο απομόνωσης πλασμιδιακού DNA (pDNA) από 
μετασχηματισμένα βακτηριακά κύτταρα σε μεσαία κλίμακα (midi prep)
Μετά το πέρας των 16h, έγινε απομόνωση και καθαρισμός των νέων 
πλασμιδίων, σύμφωνα με το πρωτόκολλο της QIAGEN και χρησιμοποιώντας το 
plasmid midi kit για πλασμίδια υψηλής καθαρότητας και υψηλών αντιγράφων, 
επαρκούς, δηλαδή, καθαρότητας και συγκέντρωσης για τα πειράματα διαμόλυνσης 
[QIAGEN®, 2012]. Τα πλασμίδια που απομονώθηκαν ήταν το pSV40^Gal και το 
pMMTV-GRE-Luc, για την κλωνοποίηση των οποίων χρησιμοποιήθηκαν 
καλλιέργειες βακτηριακών κυττάρων Escherichia coli στελέχους DH5a, με τη 
διαδικασία που περιγράφηκε στην ενότητα 3.2.4. Ο έλεγχος καθαρότητας καθώς και 
η ποσοτικοποίηση του pDNA έγινε με φωτομέτρηση (UV/Vis) σε αραίωση 1/200. 
Τέλος, τα πλασμίδια αποθηκεύτηκαν στους -20 oC.
3.2.6 Παροδική διαμόλυνση κυττάρων (Transfection)
Τα καρκινικά κύτταρα HeLa υπέστησαν παροδική διαμόλυνση με εξωγενές 
γενετικό υλικό, μέσω της μεθόδου των λιποσωμάτων. Με βάση τη μέθοδο αυτή, το 
εξωγενές γενετικό υλικό βρίσκεται στο εσωτερικό του λιποσώματος και εισέρχεται
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στο εσωτερικό του κυττάρου, λόγω της λιπιδικής φύσης της μεμβράνης. Πιο 
συγκεκριμένα, εντός των λιποσωμάτων εσωκλείεται κατάλληλο πλασμιδιακό DNA 
και δεδομένης της λιπιδικής φύσης της κυτταρικής μεμβράνης, τα λιποσώματα 
συντήκονται με αυτή, απελευθερώνοντας εντός του κυττάρου το περιεχόμενό τους. 
Επίσης, τα λιποσώματα είναι δυνατό να διεισδύσουν στο εσωτερικό της κυτταρικής 
μεμβράνης με παθητική διάχυση ή ακόμη και να εισαχθούν με διαδικασίες 
ενδοκυττάρωσης κ.ά. [Torchilin, 2005].
Για το συγκεκριμένο πείραμα, έγινε χρήση του εμπορικού αντιδραστηρίου 
λιποφεκταμίνη® 2000 με αναλογία εξωγενούς DNA:χρησιμοποιούμενη 
λιποφεκταμίνη 1:1. Η συγκεκριμένη μέθοδος διαμόλυνσης αλλά και ο συγκεκριμένος 
λόγος DNA/λιποφεκταμίνη επιλέχθηκαν μετά από δοκιμαστικά test διαμόλυνσης, 
όπου εξετάστηκαν διάφορες συνθήκες. Γενικότερα, ο χρησιμοποιούμενος λόγος 
συγκεντρώσεων υφίσταται τροποποιήσεις, για τη βελτιστοποίηση της απόδοσης της 
διαμόλυνσης [Dalby et al., 2004].
Τα πειράματα διαμόλυνσης των κυττάρων HeLa που πραγματοποιήθηκαν, 
χωρίζονται σε 3 κατηγορίες, με βάση τα πλασμίδια που χρησιμοποιήθηκαν κάθε φορά 
και βέβαια το σκοπό εκτέλεσης κάθε πειράματος. Ακολουθεί η παρουσίασή τους στις 
επόμενες παραγράφους.
3.2.6.1 Παροδική διαμόλυνση κυττάρων HeLa με τα πλασμίδια pSV40- 
pGal & pMMTV-GRE-Luc
Σκοπός του συγκεκριμένου πειράματος παροδικής διαμόλυνσης των 
κυττάρων HeLa ήταν να εξακριβωθεί το κατά πόσο οι υπό εξέταση ουσίες 26 και 27 
μπορούν, μετά από πρόσδεσή τους στον υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών (GR), να 
προσδεθούν άμεσα στα στοιχεία απόκρισης στην ορμόνη (GREs) και να 
προκαλέσουν επαγωγή ή καταστολή των γονιδίων-στόχων. Για το λόγο αυτόν, 
χρησιμοποιήθηκαν τα πλασμίδια pSV40 με ένθεμα τη β-γαλακτοσιδάση (pSV40- 
βGal) και pMMTV με ένθεμα το γονίδιο αναφοράς λουσιφεράση υπό έναν υποκινητή 
που φέρει GREs αλληλουχίες (pMMTV-GRE-Luc) με αρχικές συγκεντρώσεις 920 
ng/μΐ και 882 ng/μΐ, αντίστοιχα.
Επιπλέον, η όλη διαδικασία γίνεται παρουσία κι απουσία δεξαμεθαζόνης 
(DEX), η οποία αποδεδειγμένα προσδένεται στον υποδοχέα, προκαλώντας την
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μετατόπιση του στον πυρήνα και την έναρξη της μεταγραφής. Με άλλα λόγια, 
αποτελεί to Θετικό control του πειράματος. Έτσι, είναι δυνατή η εξαγωγή 
συμπερασμάτων σχετικά με το αν οι ουσίες δρουν συνεργικά ή ανταγωνιστικά με την 
DEX.
Πειραματική διαδικασία:
Ημέρα 0: Πραγματοποιείται Θρυψινοποίηση των κυττάρων HeLa και 
στρώσιμο σε 18 κελιά ενός 24* wells-plate 50.000 cells/well σε Θρεπτικό υλικό 
DMEM cis. Τα κύτταρα αφήνονται για επώαση για 24h, στους 37 °C, με πλούσια 
υγρασία περιβάλλοντος και 5 % CO2.
Ημέρα 1: Ελέγχεται η πληρότητα των κελιών (wells) της πλάκας ανάπτυξης 
(plate) σε κύτταρα. Έφτασε περίπου στο 80 %, ποσοστό ικανό για διαμόλυνση, οπότε 
συνεχίστηκε το εργαστηριακό πρωτόκολλο.
Σε πρώτο βήμα, γίνεται αντικατάσταση του Θρεπτικού υλικού των κυττάρων 
με το Θρεπτικό υλικό της διαμόλυνσης, προσθέτοντας 200μ! αντιδραστηρίου 
OptiMEM/well ενώ τα plates επανατοποΘετούνται στον επωαστήρα, μέχρι να γίνει η 
διαμόλυνση των κυττάρων με το εξωγενές γενετικό υλικό. Το OptiMEM δεν διαΘέτει 
αντιβιοτικά (αντιμυκωτικά), ούτε FBS και η προσΘήκη του γίνεται, προκειμένου τα 
κύτταρα να συνηΘίσουν στις νέες συνΘήκες, δηλαδή στο νέο Θρεπτικό, κι έτσι να γίνει 
πιο εύκολα ο μετασχηματισμός. Για το λόγο αυτό, αυτή η αλλαγή του DMEM cis με 
το OptiMEM συνίσταται να γίνει τουλάχιστον μισή ώρα προτού ξεκινήσει η 
διαδικασία της διαμόλυνσης των κυττάρων (transfection).
ΑκολούΘως ετοιμάζονται 2 μείγματα: Το μείγμα I αποτελείται από το σύνολο 
των επιΘυμητών πλασμιδιακών DNA μαζί με OptiMEM και το μείγμα II συνίσταται 
από την κατάλληλη ποσότητα λιποφεκταμίνης με OptiMEM, ως εξής:
■ MixI: 625μ1 OptiMEM + 4,075μ1 pSV40^Gal (920 ng/μΐ) + 4,25μ1 
pMMTV-GRE-Luc (882 ng/μΐ)
■ MixII: 625μ1 OptiMEM + 7,5μ1 lipofectamine
Όπως αναφέρΘηκε και παραπάνω, οι συγκεντρώσεις των πλασμιδίων pSV40- 
βGal και pMMTV-GRE-Luc ήταν 920 ng/μΐ και 882 ng/μΐ, αντίστοιχα.
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Έτσι, οι παραπάνω ποσότητες προέκυψαν ως εξής:
■ Για το OptiMEM: 25 pl/wellx25 wells=625pl συνολικά σε κάθε Mix
■ Για την β-Gal: 0,15 pg/well χ 25 wells = 3,75pg = 3750(ng) / 
920(ng/pl) = 4,075 pl
■ Για το GRE-Luc: 0,15 pg/well x 25 wells = 3,75pg = 3750(ng) / 
882(ng/pl) = 4,25 pl
Από τα παραπάνω διαπιστώνουρε ότι συνολικά εισάγονται 0,3pg DNA/well. 
Με βάση το ότι χρησιpοποιείται λιποφεκταpίνη® 2000 pε αναλογία εξωγενούς 
DNA:χρησιpοποιούpενη λιποφεκταpίνη 1:1, η κατάλληλη ποσότητα λιποφεκταpίνης 
προκύπτει ως εξής:
■ 0,3pg DNA/well άρα και 0,3pl lipofectamine/well x 25 wells = 7,5pl 
lipofectamine συνολικά
Πριν την προσθήκη της λιποφεκταpίνης, φροντίζουpε να κάνουpε πολύ καλή 
ανάδευση, καθώς έχει την τάση να δηpιουργεί στιβάδες.
Οι παραπάνω ποσότητες αντιστοιχούν σε 25 wells ενώ το στρώσψο των 
κυττάρων έγινε σε 18 wells. Αυτό συνέβη, ώστε να υπάρχει περίσσεια των δύο Mix 
και έτσι να είpαστε σίγουροι ότι η ποσότητά τους θα φτάσει για όλα τα wells.
Ακολουθεί ανάpιξη των 2 Mix, pε το MixI να pεταφέρεται στο falcon που 
περιέχει το MixII, ανάδευση και επώαση του νεοσχηpατιζόpενου Master-mix στο 
σκοτάδι, για 5-10 min. Κατόπιν, το ολικό pείγpα διαpοιράζεται pε σταδιακή ροή στα 
wells, σε ποσότητα 50 pl/well, ώστε ο τελικός όγκος σε κάθε well να είναι 250pl, και 
τα κύτταρα αφήνονται για επώαση για 4 h στον επωαστικό κλίβανο (37 °C, 5 % 
ΟΘ2).Μετά το πέρας των 4h, γίνεται αντικατάσταση του Master mix pε 0,5 ml/well 
DMEM cis και τα plates επανατοποθετούνται στον επωαστήρα για 48h.
^ έ ο α  3: Αφού αφαιρεθεί pε αναρρόφηση το DMEM cis από τα wells, γίνεται 
προσθήκη ουσιών στο 24χ wells-plate.
Το plate χωρίζεται στα δύο ανάλογα pε το αν στα δείγpατα υπάρχει ή όχι 
DEX και η προσθήκη των ουσιών γίνεται όπως φαίνεται στο σχήpα.
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-DEX +DEX
Control 1 Control 2 Control 3 DEX 1 DEX 2 DEX 3
TFC26ι TFC262 TFC26 3 TFC26i TFC2 6 2 TFC263
TFC271 TFC272 TFC27 3 TFC271 TFC272 TFC273
Έχουμε εις τριπλούν δείγματα μάρτυρες (controls), δείγματα που έχουν 
επωαστεί μόνο με DEX 10" Μ και δείγματα που έχουν επωαστεί με τις ουσίες, 
παρουσία ή απουσία DEX 10" M. Αυτό ονομάζεται triplicate και γίνεται με σκοπό τη 
μείωση των πειραματικών σφαλμάτων.
Προκειμένου, να επιτευχθεί όσο το δυνατόν μεγαλύτερη μείωση των 
πειραματικών σφαλμάτων και κατά την προσθήκη των ουσιών, έγιναν 2 Mix, 
ανάλογα με το αν περιείχαν ή όχι δεξαμεθαζόνη, ως εξής:
■ Mix DEX" : 3,25ml DMEM cis + 0,375μ1 EtOH 100%
■ Mix DEX+ : 3,25ml DMEM cis + 0,375μ1 DEX 10-3 M
Αναλυτικά η σύσταση των δειγμάτων ήταν η ακόλουθη:
■ Control: 750μ1 Mix DEX- + 0,75μ1 DMSO
■ DEX: 750μ1 Mix DEX+ + 0,75μ1 DMSO
■ TFC26,27DEX" : 750μ1 Mix DEX- + 0,75μ1 TFC26,27
■ TFC26,27DEX+ : 750μ1 Mix DEX+ + 0,75μ1 TFC26,27
Σε κάθε well γίνεται εισαγωγή 250μ1 του αντίστοιχου δείγματος και έπειτα τα 
plates τοποθετούνται στον επωαστήρα για 6h.
Οι παραπάνω συγκεντρώσεις έχουν επιλεγεί ως οι καταλληλότερες βάσει 
αποτελεσμάτων από παλαιότερες μελέτες μας. Ο χρόνος έκθεσης επιλέχθηκε,επίσης, 
βάσει προηγούμενων αποτελεσμάτων που αποδεικνύουν πως η μέγιστη μεταγραφική 
ενεργοποίηση του GR παρουσία της DEX παρατηρείται στις 5 με 16 h έκθεσης 
[Nehme et al. 2009].
Μετά το πέρας των 6h, γίνεται απομάκρυνση των ουσιών με αναρρόφηση από 
το plate και έκπλυση των wells με παγωμένο κι αποστειρωμένο PBS 1*. Στη 
συνέχεια, γίνεται προσθήκη 70μl/well παγωμένου Lysis Buffer 1* (συγκέντρωση 
stock 5χ), ώστε να γίνει λύση των κυττάρων και το plate αφήνεται για επώαση για 
30min, στους 4oC, σε ήπια ανάδευση. Ακολουθεί αποκόλληση του περιεχομένου
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κάθε well μέσω απόξεσης με tip και τοποθέτησή του σε αριθμημένο σωληνάριο 
τύπου eppendorf (1.5ml). Τα eppendorfs φυγοκεντρούνται για 30min, στους 4oC, στα 
13.500rpm. Τέλος, συλλέγεται το υπερκείμενο κάθε δείγματος σε νέο αριθμημένο 
eppendorf (1.5ml) και αποθηκεύονται στους -80 oC, μέχρι την εκτέλεση των 
δοκιμασιών λουσιφεράσης και β-γαλακτοσιδάσης.
3.2.6.2 Παροδική διαμόλυνση κυττάρων HeLa με τα πλασμίδια pSV40- 
PGal & p-NF-KB-Luc
Σκοπός του συγκεκριμένου transfection ήταν η μελέτη της πιθανής 
καταστολής του πυρηνικού μεταγραφικού παράγοντα NF-κΒ από τις εξεταζόμενες 
ουσίες 26 και 27 μέσω της GR σηματοδότησης και κατ’ επέκταση της επίδρασής τους 
στις ανοσολογικές αποκρίσεις, όπως η καταστολή φλεγμονωδών γονιδίων. Γι’ αυτόν 
το λόγο, χρησιμοποιήθηκαν τα πλασμίδια pSV40^Gal και ρ-ΝΤ-κΒ-Luc, ενώ όλη η 
διαδικασία της διαμόλυνσης έγινε παρουσία και απουσία του TOTa (Tumor Necrosis 
Factor alpha), ο οποίος αποτελεί ισχυρό ενεργοποιητή του NF-κΒ [(Malinin NL, 
1997); (Psarra AM, 2009)]. Επομένως, έγινε δυνατή η εξαγωγή συμπερασμάτων 
σχετικά με την πιθανή συνεργική ή ανταγωνιστική δράση μεταξύ του TOTa και των 
υπό εξέταση ενώσεων. Όλες οι υπόλοιπες συνθήκες του πειράματος παρέμειναν ίδιες 
με αυτές που περιγράφηκαν στο προηγούμενο transfection.
Πειραματική διαδικασία:
Η πειραματική διαδικασία που ακολουθήθηκε στο συγκεκριμένο transfection 
ήταν η ίδια με αυτή που περιγράφηκε στην παράγραφο 3.2.6.Ι., με ορισμένες 
διαφοροποιήσεις στη σύσταση των Mix πριν το transfection, καθώς και στη σύσταση 
των ουσιών. Στη συνέχεια, παρουσιάζεται συνοπτικά η πειραματική διαδικασία, 
δίνοντας έμφαση στα σημεία που διαφοροποιείται από το προηγούμενο transfection.
Ημέρα 0: Θρυψινοποίηση κυττάρων HeLa και στρώσιμο σε 18 κελιά ενός 24* 
wells-plates 50.000 cells/well σε DMEMcis.
Ημέρα 1: Transfection των κυττάρων με τα πλασμίδια pSV40^Gal και p-NF- 
κΒ-Luc σε συγκεντρώσεις 920 ng/μ! και 770 ng/μ!, αντίστοιχα.
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Τα Mix που χρησιμοποιήθηκαν ήταν τα εξής:
■ MixI: 625μ1 OptiMEM + 4,075μ1 pSV40-βGal (920 ng/μΐ) + 4,87μ1 p- 
NF-kB-Luc (770 ng/μΐ)
■ MixII: 625μ1 OptiMEM + 7,5μ1 lipofectamine
Ημέρα 3: Προσθήκη ουσιών στο 24* wells-plate. Το plate χωρίζεται στα δύο 
ανάλογα με το αν στα δείγματα υπάρχει ή όχι TNFa και η προσθήκη των ουσιών 
γίνεται όπως φαίνεται στο σχήμα.
TNFa - TNFa+
Contro1 ι Contro1 2 Contro1 3 TNFa i TNFa 2 TNFa 3
TFC26i TFC2 6 2 TFC263 TFC26i TFC262 TFC26 3
TFC27j TFC272 TFC273 TFC27j TFC272 TFC27 3
Τα Mix που χρησιμοποιήθηκαν ήταν τα εξής:
■ Mix TOTa- : 3,25ml DMEM cis + 0,375μ1 ddH2O
■ Mix T O T ^ : 3,25ml DMEM cis + 0,375μ! TOTa (10 μg/μ1)
Αναλυτικά η σύσταση των δειγμάτων ήταν η ακόλουθη:
■ Control: 750μ1 Mix TOTa- + 0,75μ1 DMSO
■ TNFa: 750μ1 Mix TNFa+ + 0,75μ1 DMSO
■ TFC26,27TNFa - : 750μ1 Mix TNFa- + 0,75μ1 TFC26,27
■ TFC26,27TNFα+ : 750μ1 Mix T O T ^ + 0,75μ1 TFC26,27
Μετά τη λύση και τη συλλογή των κυττάρων, εφαρμόζονται τα πρωτόκολλα 
προσδιορισμού της λουσιφεράσης και της β-γαλακτοσιδάσης.
3.2.6.3 Παροδική διαμόλυνση κυττάρων HeLa με τα πλασμίδια pSV40- 
pGal, p-NF-KB-Luc, pEGFPC2 & pEGFPC2-GR
Σύμφωνα με δεδομένα διεθνούς βιβλιογραφίας είναι γνωστό και καθολικά 
αποδεκτό ότι το συνθετικό γλυκοκορτικοειδές δεξαμεθαζόνη (DEX) μπορεί να 
καταστείλει τον πυρηνικό μεταγραφικό παράγοντα NF-kB. Ειδικότερα, σε πειράματα
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διαμόλυνσης κυττάρων HeLa, με πλασμίδιο που περιείχε τον υποδοχέα GR, 
παρατηρήθηκε καταστολή της δράσης του NF-κΒ από τη δεξαμεθαζόνη, μέσω 
διασταυρούμενης επικοινωνίας των σηματοδοτικών μονοπατιών G R ^ i NF-κΒ. 
Επίσης, όπως αναφέρθηκε και στην προηγούμενη παράγραφο, ο TOTa αποτελεί 
ισχυρό ενεργοποιητή του NF-κΒ, επάγοντας, έτσι, τη μεταγραφή φλεγμονωδών 
γονιδίων.
Με βάση, λοιπόν, αυτά τα δεδομένα αποφασίστηκε ο σχεδιασμός και η 
εκτέλεση ενός πειράματος παροδικής διαμόλυνσης των κυττάρων HeLa, με στόχο την 
εξακρίβωση του κατά πόσο οι υπό εξέταση ουσίες 26 και 27, μπορούν να 
λειτουργήσουν ως ανοσοκατασταλτικοί παράγοντες μέσω της επίδρασης τους στο 
σηματοδοτικό μονοπάτι του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών. Για το σκοπό αυτό 
πραγματοποιήθηκαν δοκιμασίες λουσιφεράσης ελέγχου της μεταγραφικής 
δραστικότητας του NF-κΒ, παρουσία ή απουσία DEX, TOTa και υπερεκφρασμένου 
GR. Γι’ αυτόν το λόγο, στο συγκεκριμένο transfection χρησιμοποιήθηκαν τα 
πλασμίδια pEGFPC2 και pEGFPC2-GR, που υπερεκφράζουν ή όχι τον υποδοχέα GR, 
καθώς επίσης και τα πλασμίδια pSV40^Gal και ρ-ΝΡ-κΒ-Ευο.
Πειραματική διαδικασία:
Η πειραματική διαδικασία που ακολουθήθηκε και στο συγκεκριμένο 
transfection ήταν η ίδια με αυτή που περιγράφηκε στην παράγραφο 3.2.6.1., με 
ορισμένες διαφοροποιήσεις και πάλι στη σύσταση των Mix πριν το transfection και 
στη σύσταση των ουσιών. Στη συνέχεια, παρουσιάζεται συνοπτικά η πειραματική 
διαδικασία, δίνοντας έμφαση στα σημεία που διαφοροποιείται από τα προηγούμενα 
transfection.
Ημέρα 0: Θρυψινοποίηση κυττάρων HeEa και στρώσιμο τριών 24* wells- 
plates με 50.000 cells/well σε DMEMcis.
Ημέρα 1: Transfection των κυττάρων με τα πλασμίδια pSV40^Gal, p-NF-κΒ- 
Euc, pEGFPC2 και pEGFPC2-GR σε συγκεντρώσεις 920 ng/μΐ, 770 ng/μΐ, 935 ng/μ! 
και 890 ng/μ!, αντίστοιχα.
Αρχικά, δημιουργήθηκε ένα Master-mix που είχε την εξής σύσταση:
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Master-mix: 1875μ1 OptiMEM + 12,23μΐ pSV40^Gal (920ng/pl) + 
14,61μ1 p-NF-KB-Luc (770 ng/μ!)
Αυτό το Master-mix χωρίστηκε στα 2 κι έτσι προέκυψαν δύο MixI 
διαμόλυνσης των κυττάρων, στα οποία, στο ένα προσθέσαμε το πλασμίδιο pEGFPC2 
και στο άλλο το πλασμίδιο pEGFPC2-GR, ως ακολούθως:
■ MixIGR- = 945μ1 Master-mix + 28,065μ1 pEGFPC2 (935 ng/pl)
■ MixIGR+ = 945 μ1 Master-mix + 29,49μ1 pEGFPC2-GR (890 ng/μ1)
Το σύνολο των wells των τριών 24* wells-plate του πειράματος είναι 72. 
Όλες οι παραπάνω ποσότητες, όμως, αντιστοιχούν σε 75 wells. Αυτό συνέβη, ώστε 
να υπάρχει περίσσεια των Mix και έτσι να είμαστε σίγουροι ότι η ποσότητά τους θα 
φτάσει για όλα τα wells.
Να σημειωθεί πως στο Master-mix υπάρχει συνολικά ποσότητα 0 ^ g  
DNA/well, 0.15 μg/we11 από το κάθε πλασμίδιο, ενώ η ποσότητα του κάθε 
πλασμιδίου που προστίθεται στο αντίστοιχο Mix είναι 0.35 μg/welL
Με βάση την αναλογία εξωγενούς DNA:λιποφεκταμίνη 1:1, η κατάλληλη 
ποσότητα λιποφεκταμίνης προκύπτει ως εξής:
■ 0,65μg DNA/well άρα και 0,65μ! lipofectamine/well χ 75 wells = 
48,75μ1 lipofectamine συνολικά
Για τη λιποφεκταμίνη έγιναν 2 MixII κοινής σύστασης, ένα για κάθε συνθήκη, 
δηλαδή για GR-/GR+:
■ MixII: 937,5μ1 OptiMEM + 24,375μ1 lipofectamine
Ημέρα 3: Προσθήκη ουσιών στα τρία 24χ wells-plate. Τα plates έχουν 
χωριστεί στα δύο ανάλογα με το transfection που έχουν υποστεί.
Επίσης, η προσθήκη των ουσιών δεν γίνεται σε 3 wells κάθε φορά αλλά σε 
ολόκληρη σειρά, αφού στόχος είναι η εξαγωγή συμπερασμάτων για τα ίδια δείγματα, 
παρουσία κι απουσία υπερκφρασμένου GR. Έτσι, στο 1Ο plate δεν εισάγεται 
ποσότητα από τις εξεταζόμενες ουσίες, καθώς στο plate αυτό υπάρχουν τα control 
δείγματα της κάθε συνθήκης. Αντίθετα, στο 2Ο και 3Ο plate προστίθενται οι ουσίες 26 
και 27, υπό 4 διαφορετικές συνθήκες. Για την καλύτερη κατανόηση της διαδικασίας 
παρατίθενται τα ακόλουθα σχήματα.
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Plate #1(Control)
Διαμόλυνση με PEGFPC2
(MiXGR-)
Διαμόλυνση με PEGFPC2-G R  
(MiXGR+)
Control 1 
Control+DEX1 
Control+TNFaj
Control 2 
Control+DEX2 
Control+TNFa2
Control 3 
Control+DEX3 
Control+TNFa3
Control 1 
Control+DEX! 
Control+TNFa!
Control 2 
Control+DEX2 
Control+TNFa2
Control 3 
Control+DEX3 
Control+TNFa3
Control+DEX+T
NFa!
Control+DEX+
TNFa2
Control+DEX+
TNFa3
Control+DEX+
TNFa!
Control+DEX+
TNFa2
Control+DEX+TN
Fa3
Plate #2 (TFC26)
Διαμόλυνση με PEGFPC2 
(MiXGR-)
Διαμόλυνση με PEGFPC2-G R  
(MiXGR+)
TFC261 TFC262 TFC263 TFC261 TFC262 TFC263
TFC26+DEX1 TFC26+DEX2 TFC26+DEX3 TFC26+DEX1 TFC26+DEX2 TFC26+DEX3
TFC26+TNFa1 TFC26+TNFa2 TFC26+TNFa3 TFC26+TNFa1 TFC26+TNFa2 TFC26+TNFa3
TFC26+DEX+
TNFa1
TFC26+DEX+
TNFa2
TFC26+DEX+
TNFa3
TFC26+DEX+
TNFa1
TFC26+DEX+
TNFa2
TFC26+DEX+
TNFa3
Plate #3 (TFC27)
Διαμόλυνση με PEGFPC2 
(MiXGR-)
Διαμόλυνση με PEGFPC2-G R  
(MiXGR+)
TFC271 TFC272 TFC273 TFC271 TFC272 TFC273
TFC27+DEX1 TFC27+DEX2 TFC27+DEX3 TFC27+DEX1 TFC27+DEX2 TFC27+DEX3
TFC27+TNFa1 TFC27+TNFa2 TFC27+TNFa3 TFC27+TNFa1 TFC27+TNFa2 TFC27+TNFa3
TFC27+DEX+
TNFa1
TFC27+DEX+
TNFa2
TFC27+DEX+
TNFa3
TFC27+DEX+
TNFa1
TFC27+DEX+
TNFa2
TFC27+DEX+
TNFa3
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Τα Mix που χρησιμοποιήθηκαν ήταν τα εξής:
■ Για το Plate #1: MixI: 6,5ml DMEM cis + 6,5μ1 DMSO
■ Για το Plate #2: MixII: 6,5ml DMEM cis + 6,5μ  TFC26
■ Για το Plate #3: MixIII: 6,5ml DMEM cis + 6,5μ! TFC27 
Αναλυτικά η σύσταση των δειγμάτων,ανάλογα με το plate που πρόκειται να
προστεθούν, ήταν η ακόλουθη:
■ Control/TFC26/TFC27: 1,5ml MixI/II/III + 1,5μ EtOH 100% + 1,5μ 
ddH2O
■ Control/TFC26/TFC27 (+DEX): 1,5ml MixI/II/III + 1,5 μ  DEX 10-3M 
+ 1,5μ ddH2O
■ Control/TFC26/TFC27 (+TNFa): 1,5ml MixI/II/III + 1,5μ! TNFa 10 
μΜ + 1,5μ EtOH 100%
■ Control/TFC26/TFC27 (+DEX+ TNFa): 1,5ml MixI/II/III + 1,5μ 
DEX 10-3Μ + 1,5μ TNFa 10μΜ.
Μετά τη λύση και τη συλλογή των κυττάρων, εφαρμόζονται τα πρωτόκολλα 
προσδιορισμού της λουσιφεράσης και της β-γαλακτοσιδάσης.
3.2.7 Πρωτόκολλο λουσιφεράσης/β-γαλακτοσιδάσης
Συνίσταται από δύο ξεχωριστές δοκιμασίες: τη δοκιμασία μέτρησης της 
ενεργότητας της λουσιφεράσης και της β-γαλακτοσιδάσης. Βάσει των 
αποτελεσμάτων και των δύο δοκιμασιών, εξάγονται οι τιμές σε κανονικοποιημένη 
μ°ρφή.
3.2.7.1 Δοκιμασία λουσιφεράσης
Η έκφραση του γονιδίου της λουσιφεράσης υπόκειται σε μεταγραφικό έλεγχο 
από τον υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών (GR) ή από το μεταγραφικό παράγοντα 
NF-κΒ, καθώς βρίσκεται καθοδικά ενός υποκινητή που φέρει επαναλαμβανόμενες 
GRE αλληλουχίες ή NF-κΒ ανταποκρινόμενες αλληλουχίες αντίστοιχα. Έτσι,
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χρησιμοποιείται ως γονίδιο αναφοράς, δίνοντας πληροφορίες σχετικά με τη 
μεταγραφική ενεργότητα των κυττάρων που έχουν διαμολυνθεί με τη συγκεκριμένη 
μοριακή κατασκευή.
Αρχή της μεθόδου:
Η μέθοδος στηρίζεται στην ανίχνευση φωτός που παράγεται από την 
οξείδωση της χρωστικής λουσιφερίνη. Η αντίδραση χημειοφωταύγειας είναι η 
ακόλουθη:
λουσιφεράση
λου σ ιφ ε ρ ίνη + 0 2 ------------> ο ξ ο λου σ ι φ ε ρ ίνη + εν έ ργ ε ια ( φ ω ς)
Η παραπάνω αντίδραση καταλύεται από το ένζυμο λουσιφεράση και γίνεται 
σε 2 στάδια, με την παρουσία συμπαραγόντων, όπως το ATP ή τα Ca2+. Η 
ενεργότητα της λουσιφεράσης προσδιορίζεται με μέτρηση του παραγόμενου φωτός 
σε λουμινόμετρο (της εταιρείας Berhold) και εκφράζεται σε μονάδες RLU.
Πειραματική διαδικασία:
Η δοκιμασία της λουσιφεράσης έπεται της διαδικασίας της διαμόλυνσης των 
κυττάρων (βλέπε § 3.2.6 «Παροδική διαμόλυνση κυττάρων»). Αρχικά, τα δείγματα 
αφήνονται να ξεπαγώσουν σε πάγο από τους -80 oC που ήταν αποθηκευμένα. Στη 
συνέχεια, γίνεται ανάμιξη 10μ1 του υπό εξέταση δείγματος με 100μ1 διαλύματος 
υποστρώματος λουσιφεράσης. Το διάλυμα αυτό είναι φωτοευαίσθητο και απαρτίζεται 
από τα εξής συστατικά:
470 μΜ λουσιφερίνη 
530 μΜ ATP 
270 μΜ συνένζυμο-Α 
20 mM Tris pH 8.0 
2.67 mM MgSO4 
0.1 mM EDTA
33.3 mM DTT
ddH2O μέχρι τη συμπλήρωση του απαιτούμενου όγκου
4­
4­
4­
4­
4­
4­
4­
4-
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3.2.7.2 Δοκιμασία β-γαλακτοσιδάσης
Σε αντίθεση με τη λουσιφεράση, η έκφραση του γονιδίου της β- 
γαλακτοσιδάσης δεν υπόκειται σε μεταγραφική ρύθμιση από τον υποδοχέα των 
γλυκοκορτικοειδών (GR). Ο προσδιορισμός της ενεργότητάς της, όμως, είναι 
απαραίτητος για την κανονικοποίηση των αποτελεσμάτων που προκύπτουν από την 
έκφραση του γονιδίου της GRE-λουσιφεράσης.
Αρχή της μεθόδου:
Η ενεργότητα της β-γαλακτοσιδάσης προσδιορίζεται με μελέτη της 
υδρόλυσης του χρωμογόνου υποστρώματος 2-Nitrophenyl b-D-galactopyranoside 
(ONPG), σύμφωνα με την παρακάτω αντίδραση:
β —γα λα κτο σ ιδά σ η
ON ΡG (άχρωμο) — pppp---------- > Γαλακτόζη (άχρωμη) + ο — νίτροφαίνόλη (κ ίτρίνη)
Η αντίδραση τερματίζεται με προσθήκη διαλύματος Na2CO3 1 M (R.T.), το 
οποίο διαμορφώνει την τιμή του pH της αντίδρασης στο 11. Στο συγκεκριμένο pH η 
β-γαλακτοσιδάση καθίσταται ανενεργή και η ο-νιτροφαινόλη σταθεροποιείται στην 
ανιονική της μορφή, κίτρινου χρώματος [Miller, 1972]. Το έγχρωμο προϊόν που 
παράγεται μπορεί να προσδιοριστεί με φωτομέτρηση στα 420nm.
Πειραματική διαδικασία:
Η δοκιμασία της β-γαλακτοσιδάσης, όπως και της λουσιφεράσης, έπεται της 
διαδικασίας της διαμόλυνσης των κυττάρων (βλέπε § 3.2.6 «Παροδική διαμόλυνση 
κυττάρων»).
Σε όγκο 20μ1 από το κάθε υπό εξέταση δείγμα προστίθενται 0.3μ1 διαλύματος 
ιόντων Mg 100* και 201μ1 διαλύματος sodium phosphate, δουλεύοντας στον 
απαγωγό. Το διάλυμα ιόντων Mg αποτελείται από 31.5% v/v β-μερκαπτοαιθανόλη, 
10% v/v MgCl2 και 58.5% v/v ddH2O. Το διάλυμα sodium phosphate αποτελείται 
από NaH2PO4 0.2M, Na2HPO4 0.2M και ddH2O. Τελευταίο προστίθεται το 
υπόστρωμα της αντίδρασης, ONPG, σε όγκο 66 μΐ. Ακολουθεί γρήγορη ανάδευση και 
επώαση των δειγμάτων στους 37 oC, στο σκοτάδι, μέχρι την ανάπτυξη επαρκούς 
έντασης κίτρινου χρώματος. Το διάστημα αυτό μπορεί να διαρκέσει από 30min έως
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και όλη νύχτα. Η αντίδραση τερματίζεται με προσθήκη 500μ1 διαλύματος Na2CO3 
1M σε κάθε eppendorf και ακολουθεί φωτομέτρηση των δειγμάτων στα 420nm. Ως 
τυφλό χρησιμοποιείται διάλυμα, το οποίο περιέχει ό, τι περιέχουν και τα υπόλοιπα 
δείγματα, με τη διαφορά πως, αντί για δείγμα, προστίθενται 20μ1 από το Lysis Buffer 
που χρησιμοποιήθηκε.
4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ-ΣΥΖΗΤΗΣΗ
Η απαρχή για τη διεξαγωγή των πειραμάτων που πραγματοποιήθηκαν κατά τη 
διάρκεια της παρούσας διπλωματικής εργασίας έγινε με βάση τα αποτελέσματα 
πειραμάτων ανοσοϊστοχημείας, που είχαν ήδη διεξαχθεί στο εργαστήριο Δομικής και 
Λειτουργικής Βιοχημείας, σύμφωνα με τα οποία τα τριτερπένια echinocystic acid και 
3-Ο glycoside of echinocystic acid ή οι ουσίες TFC26 καιTFC27 αντίστοιχα, όπως 
ονομάστηκαν για λόγους διευκόλυνσης, επάγουν τη μετατόπιση του υποδοχέα των 
γλυκοκορτικοειδών (GR)από το διαλυτό κυτταρόπλασμα στον πυρήνα. Για τη 
διαλεύκανση της περαιτέρω δράσης τους, έλαβαν χώρα δοκιμασίες λουσιφεράσης και 
αναλύσεις Western Blot, τα αποτελέσματα των οποίων παρουσιάζονται αναλυτικά 
στη συνέχεια.
4.1 Διερεύνηση της επίδρασης των ουσιών TFC 26 και TFC 27 στη ρύθμιση της 
μεταγραφικής δραστικότητας και στα επίπεδα έκφρασης του GR
Σκοπός του πρώτου πειράματος παροδικής διαμόλυνσης των κυττάρων HeLa 
με τα πλασμίδια pSV40^Gal και pMMTV-GRE-Luc ήταν ο έλεγχος της επίδρασης 
των υπό εξέταση ουσιών 26 και 27 στη μεταγραφική δραστικότητα του GR, μέσω 
άμεσης πρόσδεσης του συμπλόκου ουσία-υποδοχέας στα στοιχεία απόκρισης στην 
ορμόνη (GREs) και κατά συνέπεια ελέγχου της έκφρασης του γονιδίου της 
λουσιφεράσης. Επιπλέον, όλη η πειραματική διαδικασία έγινε παρουσία ή απουσία 
δεξαμεθαζόνης, η οποία αποδεδειγμένα προσδένεται στον υποδοχέα, προκαλώντας 
την μετατόπιση του στον πυρήνα και την έναρξη της μεταγραφής, υπό συνθήκες 
ελαχιστοποίησης των επιπέδων των ορμονών που περιέχονται στο υλικό ανάπτυξης 
των κυττάρων.
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Έτσι, όπως φαίνεται και στο διάγραμμα 4.1, παρουσία δεξαμεθαζόνης, 
επάγεται αύξηση της μεταγραφικής δραστικότητας του GR, όπως και αναμενόταν. 
Αντίθετα, τόσο απουσία όσο και παρουσία δεξαμεθαζόνης, οι ουσίες 26 και 27 
παρουσιάζουν μία σχετική μείωση της μεταγραφικής δραστικότητας του GR, σε 
σχέση τα αντίστοιχα κύτταρα μάρτυρες (ανερέθιστα (control) κύτταρα και 
ενεργοποιημένα με DEX κύτταρα αντίστοιχα), γεγονός που αποδεικνύει ότι καμία 
από τις δύο ουσίες δεν ενεργοποιεί τη μεταγραφική δραστικότητα του GR. Αντίθετα, 
τα αποτελέσματα αυτά υποδεικνύουν ότι η μετακίνηση του υποδοχέα στον πυρήνα, 
υπό την επίδραση των ουσιών, πιθανόν να οδηγεί σε μερική καταστολή της 
μεταγραφικής του δραστικότητας.
Διάγραμμα 4.1
δ κ* ρ· κ*Ό XΟ.W
w g
is 
Ρ  ο 
ΗW -x
LP
δο.W Ο3
6
5
2
1
0
(-DEX) (+DEX)
■ Control 
TFC 26 
TFC 27
Διάγραμμα 4.1 Επίδραση των ουσιών TFC 26 και TFC 27 στην ρύθμιση της 
μεταγραφικής δραστικότητας του GR.
Ωστόσο, πρέπει να αναφερθεί πως με βάση τη βιβλιογραφία, η δεξαμεθαζόνη 
μειώνει σε σημαντικό βαθμό τα επίπεδα του διαθέσιμου GR στους περιφερικούς 
ιστούς (σπλήνα και υπόφυση) αλλά και στα κύτταρα HeLa [(Shimojo et al., 1995); 
(Ramamoorthy and Cidlowski, 2013)]. Επίσης, έχει αποδειχθεί πως η μείωση αυτή 
εξαρτάται από τη δόση της χορηγούμενης δεξαμεθαζόνης [(Chenran Zhang, 2015); 
(Cole MA, 2000); (Nishimura K, 2001)]. Το γεγονός αυτό επιβεβαιώνεται στην 
ανάλυση Western Blot που έγινε με αντίσωμα έναντι του υποδοχέα των 
γλυκοκορτικοειδών, όπου παρατηρείται αισθητή μείωση των πρωτεϊνικών επιπέδων
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του διαθέσιμου GR, σε δείγματα παρουσία δεξαμεθαζόνης, σε σχέση με τα 
αντίστοιχα απουσία δεξαμεθαζόνης. Επίσης, όμοια με την επίδραση της 
δεξαμεθαζόνης, μικρή σχετικά μείωση των επιπέδων GR παρατηρούμε και παρουσία 
των ουσιών 26 και 27, η οποία μάλιστα ενισχύεται όταν οι ουσίες χορηγηθούν σε 
συνδυασμό με την δεξαμεθαζόνη, υποδηλώνοντας ότι οι υπό μελέτη ουσίες δρουν 
συνεργικά με τη δεξαμεθαζόνη. Η εικόνα που προέκυψε από την ανάλυση Western 
Blot (Εικόνα 4.1 Α), συνοδεύεται από ποσοτικό προσδιορισμό της έντασης της κάθε 
ζώνης του διαθέσιμου GR, μέσω πυκνομετρίας, που προέκυψε από κανονικοποίηση 
συγκριτικά πάντα με τα επίπεδα της β-ακτίνης (Διάγραμμα 4.2).
Ο αναστολέας RU-486 (RU) αποτελεί γνωστό ανταγωνιστή των 
γλυκοκορτικοειδών [Valsala Haridas, 2011]. Επομένως, ανταγωνίζεται, σε 
μεταγραφικό επίπεδο, τη δράση και των συνθετικών γλυκοκορτικοειδών, της 
δεξαμεθαζόνης, και ενδεχομένως και των ουσιών 26 και 27. Παρουσία RU δεν 
παρατηρούμε άρση της επαγώμενης από DEX, TFC 26 και TFC 27 μείωσης των 
επιπέδων GR, γεγονός που υποδηλώνει ότι η παρατηρούμενη μείωση των επιπέδων 
GR, τόσο παρουσία DEX, όσο και παρουσία των ουσιών, πιθανόν να μην οφείλεται 
σε μεταγραφικό έλεγχο αλλά σε μη γενωμικές δράσεις του υποδοχέα, πειραματικό 
σφάλμα ή βελτιστοποίηση του πειραματικού πρωτοκόλλου.
Α) Β)
Εικόνα 4.1 Επίδραση των ουσιών TFC 26 και TFC 27 στα 
επίπεδα έκφρασης του GR. A) Western blot ανάλυση Β) 
Γραφική απεικόνιση της κανονικοποίησης των 
αποτελεσμάτων ως προς τα επίπεδα έκφρασης της ακτίνης.
Δ ιάγραμμα 4.2
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Western Blot πραγματοποιήθηκε και για το γλυκονεογενετικό ένζυμο 
καρβοξυκινάση του φωσφοενολοπυροσταφυλικού (PEPCK), που αποτελεί γονίδιο- 
στόχο του GR. Η δράση του ρυθμίζεται από την παρουσία γλυκοκορτικοειδών και 
είναι γνωστό πως επάγεται παρουσία δεξαμεθαζόνης [(Hwang SL, 2012); (Sengupta 
S, 2001); (Hall RK, 2007)]. Ωστόσο, στο διάγραμμα 4.3 παρατηρούμε πως παρουσία 
τόσο δεξαμεθαζόνης όσο και των ουσιών 26 και 27 σημειώνεται μία μείωση στα 
επίπεδα της PEPCK. Επειδή, όμως, όπως αναφέρθηκε και στην παράγραφο 4.1, 
παρουσία δεξαμεθαζόνης αλλά και των υπό εξέταση ουσιών, που έχουν συνεργική 
δράση με τη δεξαμεθαζόνη, παρατηρείται μείωση των επιπέδων του GR και η 
PEPCK αποτελεί γονίδιο-στόχο του GR, πραγματοποιήθηκε κανονικοποίηση των 
αποτελεσμάτων της PEPCK που προέκυψαν από την ανάλυση Western Blot (Εικόνα 
4.2Α) συγκριτικά με τα επίπεδα της β-ακτίνης και του GR. Έτσι, προκύπτει το 
διάγραμμα 4.4, όπου παρατηρείται ότι λαμβάνοντας υπ’ όψιν τις μεταβολές του GR 
σε πρωτεϊνικό επίπεδο και κανονικοποιώντας τα αποτελέσματα μας ως προς αυτές, 
προκύπτει ότι η παρουσία δεξαμεθαζόνης προκάλεσε, όπως αναμενόταν, 
ενεργοποίηση της μεταγραφικής δραστικότητας των υπαρχόντων μορίων GR και 
κατά συνέπεια μικρή αύξηση των επιπέδων της PEPCK.
Είναι σημαντικό να σημειώσουμε ότι τελικά παρατηρούμε μείωση των 
επιπέδων της PEPCK (εικόνα 4.2Α), η οποία, όμως, όπως αποδεικνύεται από το 
διάγραμμα 4.4, οφείλεται σε μείωση των επιπέδων GR και όχι σε μείωση της 
μεταγραφικής του δραστικότητας. Πράγματι, όπως φαίνεται στο διάγραμμα 4.4, 
παρουσία των ουσιών 26 και 27 δεν παρατηρείται σημαντική αλλαγή στα επίπεδα 
έκφρασης της PEPCK, από τα διαθέσιμα μόρια GR. Παρουσία ουσιών και 
δεξαμεθαζόνης, ωστόσο, παρατηρούμε ότι αίρεται η επαγωγική δράση της DEX στην 
ενεργοποίηση της έκφρασης των επιπέδων της PEPCK, γεγονός που υποδηλώνει ότι 
οι ουσίες δεν ενεργοποιούν την μεταγραφική δραστικότητα του GR, κάτι που 
βρίσκεται σε συμφωνία με τα αποτελέσματα από τα πειράματα μέτρησης της 
μεταγραφικής δραστικότητας του GR. Αντίθετα, προκύπτει ότι οι υπό εξέταση ουσίες 
δρουν σαν ανταγωνιστές της δράσης της DEX, μειώνοντας τα επίπεδα έκφρασης της 
PEPCK. Κατ’ αυτόν τον τρόπο, δεν επάγεται η γλυκονεογενετική πορεία και έτσι
4.2 Διερεύνηση της επίδρασης των ουσιών TFC 26 και TFC 27 στα επίπεδα
έκφρασης της PEPCK
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συμπεραίνουμε ότι οι ουσίες έχουν και αντικαρκινική δράση, επεμβαίνοντας στην 
αποτροπή της εμφάνισης του φαινομένου Warburg.
Παρουσία RU και DEX δεν παρατηρείται η αναμενόμενη άρση της δράσης 
της DEX, ενώ παρουσία RU και των ουσιών 26 και 27 παρατηρείται μείωση της 
ανασταλτικής τους δράσης.
Α) Β)
Γ)
cΗ
c  ._.S “  Β f3 α. X 
-θ- = * ί= •ω υ
Εικόνα 4.2 Επίδραση των ουσιών TFC 26 και TFC 27 στα επίπεδα έκφρασης της PEPCK. 
A) Western blot ανάλυση Β) Γραφική απεικόνιση της κανονικοποίησης των αποτελεσμάτων 
ως προς τα επίπεδα έκφρασης της ακτίνης. Γ) Γραφική απεικόνιση της κανονικοποίησης 
των αποτελεσμάτων ως προς τα επίπεδα έκφρασης της ακτίνης και του GR.
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4.3 Διερεύνηση της επίδρασης των ουσιών TFC 26 και TFC 27 στη ρύθμιση της
μεταγραφικής δραστικότητας και στα επίπεδα έκφρασης του NF-κΒ
Σκοπός του δεύτερου πειράματος παροδικής διαμόλυνσης με τα πλασμίδια 
pSV40^Gal και p-NF-KB-Luc, ήταν η εξακρίβωση του κατά πόσο οι υπό εξέταση 
ουσίες 26 και 27 ασκούν τις αντιφλεγμονώδεις δράσεις καταστέλλοντας τη 
μεταγραφική δραστικότητα του πυρηνικού μεταγραφικού παράγοντα NF-κΒ. Όλη η 
πειραματική διαδικασία έγινε παρουσία και απουσία του TNFa, ο οποίος αποτελεί 
ενεργοποιητή της μεταγραφικής δραστικότητας του NF-κΒ.
Έτσι, όπως φαίνεται και στο διάγραμμα 4.5, ο TNFa, όπως και αναμενόταν, 
ενεργοποιεί τον NF-κΒ. Αντίθετα οι ουσίες 26 και 27 καταστέλλουν την από τον 
TNFa-επαγώμενη (παρουσία TNFa) ενεργοποίηση του NF-κΒ. Ομοίως σε 
ανερέθιστα κύτταρα (απουσία TNFa) παρατηρείται μείωση της δραστικότητας του 
ενδογενώς ενεργοποιημένου NF-κΒ. Επομένως, οι ουσίες 26 και 27 έχουν 
ανταγωνιστική δράση σε σχέση με τον TNFa, άρα και αντιφλεγμονώδη δράση.
Διάγραμμα 4.5
3
2.5
SΗ
2
1.5
1
0.5
0
(-TNF) (+TNF)
■ CONTROL
■ TFC 26 
TFC 27
Διάγραμμα 4.5 Μείωση της μεταγραφικής δραστικότητας του NF-κΒ υπό την 
επίδραση των ουσιών TFC 26 και TFC 27.
Στην συνέχεια, έγινε έλεγχος της επίδρασης των ουσιών στα επίπεδα 
έκφρασης της p65 υπομονάδας του NF-κΒ. Όπως φαίνεται και στην εικόνα 4.3, οι
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ουσίες 26 και 27 δεν μεταβάλουν σημαντικά τα επίπεδα έκφρασης της p65 
υπομονάδας του NF-κΒ, σε αντίθεση με την DEX, που φαίνεται να τα μειώνει. Ο 
ανταγωνιστής των γλυκοκορτικοειδών RU-486, όταν χορηγείται σε συνδυασμό με τη 
δεξαμεθαζόνη, αίρει την ανασταλτική της δράση, όσον αφορά τα επίπεδα έκφρασης 
της p65 υπομονάδας του NF-κΒ, όπως και αναμενόταν. Έτσι, λοιπόν, από το 
Διάγραμμα 4.5 και από την εικόνα 4.3 διαφαίνεται ότι οι ουσίες 26 και 27 μειώνουν 
τη μεταγραφική δραστικότητα του NF-κΒ, χωρίς να επηρεάζουν τα επίπεδά του.
Α) Β
Εικόνα 4.3 Επίδραση των ουσιών TFC 26 και TFC 27 στα επίπεδα 
έκφρασηςτης p65 υπομονάδας του NF-κΒ. A) Western blot ανάλυση Β) 
Γραφική απεικόνιση της κανονικοποίησης των αποτελεσμάτων ως προς 
τα επίπεδα έκφρασης της ακτίνης.
Έτσι, λοιπόν, ομοίως με την DEX, οι ουσίες φαίνεται να έχουν 
ανοσοκατασταλτική και αντιφλεγμονώδη δράση. Η διαφοροποίηση, ωστόσο, σε 
σχέση με την DEX, έγκειται στο ότι η DEX μειώνει και τα επίπεδα του NF-κΒ, ενώ 
οι ουσίες όχι. Ανάλογη μείωση των επιπέδων του NF-κΒ παρατηρείται και στα 
κύτταρα που έχουν επεξεργαστεί με τις ουσίες 26 και 27 σε συνδυασμό με τη 
δεξαμεθαζόνη, γεγονός που υποδηλώνει ότι η οι ουσίες 26 και 27 δεν ενισχύουν 
αλλά ούτε και αναιρούν την από δεξαμεθαζόνη επαγώμενη μείωση των επιπέδων της 
p65 υπομονάδας του NF-κΒ.
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4.4 Η επίδραση του GR στην επαγόμενη από τις ουσίες TFC 26 και TFC 27 
καταστολή της μεταγραφικής δραστικότητας του NF-κΒ
Μέχρι στιγμής, τα πειραματικά δεδομένα υπέδειξαν ότι παρουσία των ουσιών 
26 και 27, ο υποδοχέας των γλυκοκορτικοειδών μετατοπίζεται στον πυρήνα, όπου 
αναστέλλεται μερικώς η μεταγραφική του δραστικότητα. Παράλληλα, η ανασταλτική 
δράση των ουσιών στη μεταγραφική δραστικότητα του NF-κΒ υποδεικνύει ότι 
πιθανώς η μετακίνηση του GR στον πυρήνα συνοδεύεται από ενεργοποίηση της 
τρανσ-κατασταλτικής δράσης του υποδοχέα μέσω αλληλεπίδρασής του με τον NF-κΒ 
και τελικά καταστολή της μεταγραφικής ενεργότητας του παράγοντα. Προκειμένου, 
λοιπόν, να γίνει συγκριτική μελέτη της ανοσοκατασταλτικής δράσης των ουσιών σε 
σχέση με το συνθετικό γλυκοκορτικοειδές DEX και παράλληλα να εξακριβωθεί κατά 
πόσο τα επίπεδα του GR επηρεάζουν την ανοσοκατασταλτική δράση των ουσιών 26 
και 27, πραγματοποιήθηκε διαμόλυνση κυττάρων HeLa με το πλασμίδιο p-NF-κΒ- 
Luc, παρουσία ή απουσία υπερεκεφρασμένου GR, δεξαμεθαζόνης και/ή ΤΝΡα.
Όπως φαίνεται και στο διάγραμμα 4.7 τα μισά δείγματα υπέστησαν 
διαμόλυνση με πλασμίδιο που φέρει υπερεκφρασμένο τον υποδοχέα GR (pEGFPC2- 
GR) και τα άλλα μισά με ένα κενό πλασμίδιο (pEGFPC2), ώστε να χρησιμοποιηθούν 
ως κύτταρα μάρτυρες.
Διάγραμμα 4.7 Επίδραση του GR στην επαγόμενη από τις ουσίες TFC 26 και TFC 
27 καταστολή της μεταγραφικής δραστικότητας του NF-κΒ
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Στα δείγματα που δεν υπερεκφράζουν τον υποδοχέα GR (μπλε), γίνεται ορατή 
μία σημαντική αύξηση της δραστικότητας του NF-κΒ παρουσία TNFa, όπως ήταν 
αναμενόμενο με βάση τη βιβλιογραφία και τα ήδη υπάρχοντα πειραματικά δεδομένα. 
Παρουσία και των δύο παραγόντων (δεξαμεθαζόνης και TNFa) παρατηρείται μείωση 
της δραστικότητας του NF-κΒ, αφού η δεξαμεθαζόνη αποτελεί ισχυρό αναστολέα της 
επαγώμενης από τον TNFa ενεργοποίησης του NF-κΒ [(Mengozzi M, 1994); 
(Sakuma S, 2000)]. Παρουσία TFC 26 και ΤΝΡα ή TFC 27 και ΤΝΡα παρατηρήθηκε 
μείωση της δραστικότητας του NF-κΒ σε σχέση με το αντίστοιχο control (δείγμα με 
ΤΝΡα), λόγω της παρουσίας των δύο ανοσοκατασταλτικών ουσιών 26 και 27, όπως 
αναφέραμε και στην παράγραφο 4.3, ενώ η μείωση αυτή ήταν φανερά πιο εμφανής 
στο δείγμα που περιείχε την ουσία 27. Ενδιαφέρον παρουσιάζει η μείωση της 
μεταγραφικής δραστικότητας του NF-κΒ που παρατηρείται παρουσία TFC 26 ή TFC 
27, σε συνδυασμό με δεξαμεθαζόνη και ΤΝΡα, σε σχέση με το αντίστοιχο control 
δείγμα (TNF+DEX), γεγονός που αποδίδεται και πάλι στην ανοσοκατασταλτική 
δράση των ουσιών 26 και 27, η οποία στην περίπτωση της ουσίας 27 πιθανόν να δρα 
αθροιστικά με αυτήν της DEX, γι’ αυτό και η μείωση της μεταγραφικής 
δραστικότητας του NF-κΒ που παρατηρείται σ’ αυτή την περίπτωση είναι 
μεγαλύτερη.
Στα δείγματα που υπερεκφράζουν τον υποδοχέα GR (κόκκινα), ο αριθμός 
των διαθέσιμων υποδοχέων GR είναι αυξημένος και όπως γνωρίζουμε ο GR 
καταστέλλει τον NF-κΒ μέσω της αλληλεπίδρασής του με αυτόν. Κατ’ αυτόν τον 
τρόπο, εξηγείται η περισσότερο μειωμένη μεταγραφική δραστικότητα του NF-κΒ στο 
control δείγμα που υπερεκφράζεται ο GR, σε σχέση με το αντίστοιχο control δείγμα, 
όπου δεν υπερκφράζεται ο GR. Για τον ίδιο λόγο, σε όλα τα δείγματα της συνθήκης 
όπου υπερεκφράζεται ο GR (κόκκινα) παρατηρείται ισχυρότερη καταστολή της 
δραστικότητας του NF-κΒ, σε σχέση με τα δείγματα της συνθήκης όπου δεν 
υπερεκφράζεται ο GR (μπλε). Ομοίως, το δείγμα που φέρει TNFa και στο οποίο 
υπερεκφράζεται ο GR παρουσιάζει μία μικρή αύξηση της δραστικότητας του NF-κΒ, 
σε σχέση με το αντίστοιχο δείγμα της άλλης συνθήκης, ενώ παρουσία DEX και 
TNFa, παρατηρείται και πάλι μείωση της δραστικότητας του NF-κΒ. Παρουσία TFC 
26 και TNFa ή TFC 27 και TNFa παρατηρήθηκε και πάλι μείωση της δραστικότητας 
του NF-κΒ σε σχέση με το αντίστοιχο control (δείγμα με TNFa), η οποία ήταν και σε 
αυτή τη συνθήκη πιο εμφανής στο δείγμα που περιείχε την ουσία 27. Τέλος, 
παρουσία δεξαμεθαζόνης και TNFa σε συνδυασμό με TFC 26 ή TFC 27,
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παρατηρείται αποτελεσματικότερη καταστολή της δραστικότητας του NF-κΒ σε 
σχέση με την επαγόμενη από τον ΤΝΕα ενεργοποίηση του NF-κΒ παρουσία DEX, 
γεγονός που οφείλεται στην ανοσοκατασταλτική δράση των ουσιών 26 και 27, η 
οποία και πάλι δρα συνεργικά με την DEX και ενισχύεται παρουσία GR. Ενδιαφέρον 
παρουσιάζει, ακόμα, το γεγονός ότι η ανοσοκατασταλτική δράση της ουσίας 27 είναι 
συγκρίσιμη με αυτήν της DEX.
Συνοψίζοντας όλα τα παραπάνω, προκύπτει ότι οι ουσίες 26 και 27 δρουν 
ανασταλτικά πάνω στον NF-κΒ και πιθανώς εν μέρει και μέσω της GR 
σηματοδότησης. Παρατηρήσεις που υποστηρίζουν αυτήν την υπόθεση είναι α) η 
επίδραση των ουσιών στην πυρηνική μετατόπιση του υποδοχέα, β) η 
αντιφλεγμονώδης και ανοσοκατασταλτική τους δράση, η οποία μάλιστα είναι ίδιας 
τάξης και συνεργική με αυτήν της δεξαμεθαζόνης, αφού συνδυασμός των ουσιών και 
της δεξαμεθαζόνης μειώνει αισθητά την δραστικότητα του NF-κΒ, καθώς και γ) οι 
παρατηρήσεις ότι η υπερέκφραση του υποδοχέα GR, ενισχύει αυτήν την δράση.
4.5 Διερεύνηση της επίδρασης των ουσιών TFC 26 και TFC 27 στη 
μιτοχονδριακά επαγόμενη απόπτωση
Προκειμένου να διερευνηθεί κατά πόσο οι ουσίες 26 και 27 μπορούν να 
επάγουν την απόπτωση, πραγματοποιήθηκε Western Blot ανάλυση με αντισώματα 
έναντι της προκασπάσης 3, της προκασπάσης 9 και του αντιαποπτωτικού μορίου Bcl- 
2.
Η ενεργή κασπάση 3, η οποία προκύπτει μετά από πρωτεόλυση της 
προκασπάσης 3, αποτελεί μόριο-τελεστή της απόπτωσης από όποιο μονοπάτι κι αν 
αυτή πυροδοτηθεί, προκαλώντας την εμφάνιση όλων των βιοχημικών και 
μορφολογικών αλλαγών που παρατηρούνται σε ένα αποπτωτικό κύτταρο και το 
οδηγούν στο θάνατο [Slee EA, 2001]. Οι εικόνες που προέκυψαν από την ανάλυση 
Western Blot (Εικόνα 4.4), συνοδεύονται από ποσοτικό προσδιορισμό της έντασης 
της κάθε ζώνης της προκασπάσης 3, μέσω πυκνομετρίας που προέκυψε από 
κανονικοποίηση, συγκριτικά πάντα με τα επίπεδα της β-ακτίνης. Έτσι, όπως φαίνεται 
και στο διάγραμμα 4.8, μειωμένα επίπεδα της προκασπάσης 3 παρατηρούνται στα 
δείγματα που έχουν προεπωαστεί με κάθε μία από τις ουσίες 26 και 27 σε συνδυασμό
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με DEX. Το γεγονός αυτό υποδεικνύει πως οι ουσίες αυτές μπορεί να επάγουν την 
απόπτωση και δρουν συνεργατικά με την DEX προς αυτήν την κατεύθυνση.
A)
C DEX 26 26 27 27 DEX 26 27+ + + + +
DEX DEX RU RU RU
Εικόνα 4.4 Επίδραση των ουσιών TFC 26 και TFC 27 στα 
επίπεδα έκφρασης της προκασπάσης 3. A) Western blot 
ανάλυση με χρήση κατάλληλων αντισωμάτων. Β) Γραφική 
απεικόνιση της κανονικοποίησης των αποτελεσμάτων ως 
προς τα επίπεδα έκφρασης της ακτίνης.
B)
Με στόχο την περαιτέρω κατανόηση του σηματοδοτικού μονοπατιού μέσω 
του οποίου οι υπό εξέταση ουσίες προκαλούν απόπτωση, πραγματοποιήθηκε 
ανάλυση Western Blot για την προκασπάση 9, ώστε να διαπιστωθεί εάν κάποια ουσία 
δρα μέσω του ενδογενούς ή μιτοχονδριακού μονοπατιού. Τα αποτελέσματα της 
ανάλυσης φαίνονται στην εικόνα 4.5 ενώ ο ποσοτικός προσδιορισμός της έντασης της 
κάθε ζώνης της προκασπάσης 9 μέσω πυκνομετρίας, που προέκυψε από 
κανονικοποίηση συγκριτικά πάντα με τα επίπεδα της β-ακτίνης, παρουσιάζεται στο 
διάγραμμα 4.9. Τα επίπεδα της προκασπάσης 9 ακολουθούν σε γενικές γραμμές το 
ίδιο μοτίβο με την προκασπάση 3, γεγονός που υποδηλώνει πως οι ουσίες 26 και 27 
μπορεί να προκαλούν την επαγώμενη από το μιτοχόνδριο κυτταρική απόπτωση.
A
\
C DEX 26 26 27 27 DEX 26 27
+ + + + +
DEX DEX RU RU RU
Εικόνα 4.5 Επίδραση των ουσιών TFC 26 και TFC 27 στα 
επίπεδα έκφρασης της προκασπάσης 9. A) Western blot 
ανάλυση με χρήση κατάλληλων αντισωμάτων. Β) 
Γραφική απεικόνιση τηςκανονικοποίησης των 
αποτελεσμάτων ως προς τα επίπεδα έκφρασης της 
ακτίνης.
B)
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Τέλος, πραγματοποιήθηκε ανάλυση Western Blot και για τα επίπεδα 
έκφρασης του αντιαποπτωτικού μορίου Bcl-2. Οι εικόνες που προέκυψαν από την 
ανάλυση Western Blot (Εικόνα 4.6), συνοδεύονται από ποσοτικό προσδιορισμό της 
έντασης της κάθε ζώνης του αντιαποπτωτικού μορίου Bcl-2, μέσω πυκνομετρίας που 
προέκυψε από κανονικοποίηση συγκριτικά πάντα με τα επίπεδα της β-ακτίνης. Έτσι, 
προέκυψε το διάγραμμα 4.10, στο οποίο διαφαίνεται ότι παρουσία των ουσιών 26 και 
27, τα επίπεδα του Bcl-2 δεν παρουσιάζουν σημαντικές μεταβολές σε σχέση αυτών 
στα κύτταρα μάρτυρες. Όμοια με την μείωση των επιπέδων των προκασπασών 3 και 
9, και τα επίπεδα της αντιαποπτωτικής πρωτεΐνης Bcl-2 είναι μειωμένα σε 
καταστάσεις συνύπαρξης των ουσιών 26 και 27 με την DEX, γεγονός που 
υποστηρίζει την άποψη της συνεργατικής δράσης των ουσιών αυτών με την DEX 
στην επαγωγή της απόπτωσης.
A) B)
Εικόνα 4.6 Επίδραση των ουσιών TFC 26 και TFC 27 στα επίπεδα έκφρασης του Bcl-2. A) Western blot ανάλυση 
με χρήση κατάλληλων αντισωμάτων. Β) Γραφική απεικόνιση της κανονικοποίησης των αποτελεσμάτων ως προς τα 
επίπεδα έκφρασης της ακτίνης.
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Συμπεράσματα
Συνοψίζοντας όσα παρουσιάστηκαν στην ενότητα αυτή, πρέπει πρώτα απ’ 
όλα να υπογραμμίσουμε ότι οι υπό εξέταζε ουσίες 26 και 27 επάγουν τη μετατόπιση 
του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών (GR) από το διαλυτό κυτταρόπλασμα στον 
πυρήνα, χωρίς, ωστόσο, να ενεργοποιούν τη μεταγραφική του δραστικότητα. 
Αντίθετα, φαίνεται να προκαλούν μία μερική καταστολή της μεταγραφικής του 
δραστικότητας. Επιπρόσθετα, οι ουσίες αυτές παρουσιάζουν ανοσοκατασταλτική και 
αντιφλεγμονώδη δράση μέσω καταστολής της μεταγραφικής δραστικότητας του 
μεταγραφικού παράγοντα NF-κΒ και όχι μέσω μεταβολών των επιπέδων έκφρασής 
του. Μάλιστα, αυτό είναι πιθανόν να επιτυγχάνεται μέσω του GR, καθώς σε 
περιπτώσεις υπερέκφρασης του GR, αυτές οι δράσεις ενισχύονται. Ακόμα, ενίσχυση 
των συγκεκριμένων δράσεων παρατηρείται και παρουσία DEX, γεγονός που 
υποδεικνύει τη συνεργική αντιφλεγμονώδη δράση των ουσιών 26 και 27 και της 
DEX.
Επιπλέον, έγινε φανερό ότι οι ουσίες έχουν αντικαρκινική δράση, δεδομένου 
ότι οι ουσίες που μελετήσαμε επάγουν την απόπτωση σε συνεργική δράση με τη 
DEX, αφού παρουσία αυτών και DEX τα επίπεδα των προκασπασών 3 και 9 και του 
αντιαποπτωτικού μορίου Bcl-2 μειώνονται ενώ παράλληλα δρουν ανταγωνιστικά με 
τη δεξαμεθαζόνη και μειώνουν τα από DEX αυξημένα επίπεδα έκφρασης της 
PEPCK, άρα δρουν ανταγωνιστικά στα φυσικά ή συνθετικά γλυκοκορτικοειδή 
καταστέλλοντας τη γλυκονεογένεση. Αυτό συμβαίνει σε περιπτώσεις όπου τα 
επίπεδα GR είναι ή κανονικοποιούνται, ώστε να θεωρηθούν αμετάβλητα. Σε 
περιπτώσεις, όπου παρατηρείται μείωση των επιπέδων GR παρατηρείται και μείωση 
των επιπέδων της PEPCK, που όμως πιθανόν να οφείλεται στην μείωση των επιπέδων 
GR και/ή όχι στην μείωση της μεταγραφικής του δραστικότητας.
Επομένως, όλα τα παραπάνω καθιστούν το echinocystic acid και το 3-Ο 
γλυκοσίδιο του echinocystic acid σημαντικούς υποψήφιους εκλεκτικούς αγωνιστές 
του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών και πιθανώς ισχυρά αντιφλεγμονώδη και 
αντικαρκινικά φάρμακα. Έτσι, λοιπόν, χρίζουν ιδιαίτερου ενδιαφέροντος, όμως σε 
κάθε περίπτωση απαιτείται περαιτέρω διερεύνηση των μορίων αυτών και του 
ακριβούς μοριακού μηχανισμού δράσης τους, γεγονός που αποτελεί αντικείμενο των 
συνεχιζόμενων μελετών του εργαστηρίου.
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5. ΣΥΝΤΜΗΣΕΙΣ
aa: amino acids || αμινοξέα 
amp: ampicillin || αμπικιλλίνη
AF1: activation function 1 || λειτουργία (μεταγραφικής) ενεργοποίησης 1
AF2: activation function 2 || λειτουργία (μεταγραφικής) ενεργοποίησης 2
APS: ammonium persulfate || υπερθειικό αμμώνιο
BSA: bovine serum albumin || αλβουμίνη βόειου ορού
CDK: cell cycle-dependent kinase || κυκλινοεξαρτώμενη κινάση
cis: charcoal inactivated serum || ορός απενεργοποιημένος σε ενεργό άνθρακα
CTD: C-terminal domain || καρβοξυτελικό άκρο
DBD: DNA-binding domain || περιοχή δέσμευσης του DNA
DEX: dexamethazone || δεξαμεθαζόνη
DMEM: Dulbecco’s modified medium || θρεπτικό μέσο DME
DTT: dithiothreitol || 1.4-διθειοθρεϊτόλη
DMSO: dimethylsulfoxide || διμεθυλοσουλφοξείδιο
EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid || αιθυλενοδιαμινοτετραοξικό οξύ
EtOH: ethanol || αιθανόλη
FBS: fetal bovine serum || εμβρυϊκός βόειος ορός
GCs: glucocorticoids || γλυκοκοερικοειδή
GR: glucocorticoid receptor || υποδοχέας των γλυκοκοερικοειδών 
G6Pase: glucose-6 phosphatase || φωσφατάση της 6-φωσφορικής γλυκόζης 
GPCR: G-protein coupled receptors || υποδοχείς συνδεδεμένοι με G-πρωτεΐνες 
GRE: glucocorticoid response element || στοιχείο αποκρινόμενο στα
γλυκοκορτικοειδή
H-G: high glucose || υψηλής περιεκτικότητας σε γλυκόζη (4.5 mg/ml)
HRE: hormone response element || στοιχείο αποκρινόμενο σε ορμόνη
HPA: hypothalamic-anterior pituitary-adrenal axis || άξονας υποθαλάμου-υπόφυσης-
επινεφριδίων
HRP: horseradish peroxidase || υπεροξειδάση του χρένου 
IgG: immunoglobin G || ανοσοσφαιρίνη G 
kan: kanamycin || καναμυκίνη 
kDa: kilo Dalton
L-B: L-Broth medium || θρεπτικό υλικό L-Broth
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L.B.: Lysis Buffer || διάλυμα λύσης
LBD: ligand-binding domain || περιοχή δέσμευσης του προσδέματος 
L-Glut: L-glutamine || L-γλουταμίνη
MAPK: mitogen-activated protein kinase || πρωτεϊνική κινάση ενεργοποιούμενη από 
μιτογόνα
MBA: N,N'-methylenebisacrylamide || Ν, Ν'-μεθυλενο-δις-ακρυλαμίδιο 
NR: nuclear receptor || πυρηνικός υποδοχέας 
NTD: Ν-terminal domain || αμινοτελικό άκρο 
O/N: overnight || για όλη τη νύχτα
ONPG: ο-nitrophenyl β-D-galactoside || ο-νιτροφαινυλο β-D-γαλακτοσίδιο
PAGE: polyacrylamide gel electrophoresis || ηλεκτροφόρηση σε πηκτή
πολυακριλαμιδίου
PBS: phosphate-buffered saline || ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών
PBS-T: phosphate-buffered saline/Tween-20 || ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών με
Tween-20
PEPCK: phosphoenolpyruvate carboxykinase || καρβοξυκινάση του
φωσφοενολοπυροσταφυλικού
PMSF: phenylmethylsulfonyl fluoride || φαινυλο-μεθυλο-σουλφονυλοφθορίδιο
P.R.: phenol red || ερυθρό της φαινόλης
PVA: polyvinyl alcohol || πολυβινιλική αλκοόλη
P/S: pen/strept ή penicillin/streptomycin || πενικιλλίνη/στρεπταμυκίνη
R.T.: room temperature || θερμοκρασία δωματίου (~ 23oC)
rpm: revolution per minute || στροφές ανά λεπτό
SDS sodium dodecyl sulfate || δωδεκακυλοθειικό νάτριο
SNP(s): single nucleotide polymorphism(s) || πολυμορφισμοί μονού νουκλεοτιδίου 
SUMO: small ubiquitin-like modifier || μικρός τροποποιητής με δράση που θυμίζει 
αυτή της ουβικιτίνης
TEMED: N,N,N',N'-tetramethylethylenediamine || τετραμεθυλοαιθυλενοδιαμίνη 
Tris: tris(hydroxymethyl)aminomethane || 2-αμινο-2-(υδροξυμεθυλο)-προπανοδιόλη
1,3
W.B.: Western blot || ανοσοαποτύπωμα Western
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